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A good model is worth its weight in gold. 
 
Francis Crick 































Die vorliegende Arbeit wurde unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. Boris Schmidt in 
der Zeit von Oktober 2012 bis Juni 2015 am Clemens-Schöpf-Institut für Organische 
Chemie und Biochemie der Technischen Universität Darmstadt angefertigt.  
 iv 
Danksagung 
Besonderer Dank gilt meinem Doktorvater BORIS SCHMIDT für die Betreuung dieser 
Arbeit, sein spürbares Vertrauen in mich sowie die stete Unterstützung und die 
wissenschaftlichen Freiheiten, die ich während meiner Dissertation genoss. 
STEPHANIE MÜLLER danke ich für ihre Hilfsbereitschaft – eine derart kompetente 
Sekretärin zu haben, ist ein echter Glücksfall für den Arbeitskreis. 
Ich danke allen ehemaligen Mitgliedern des Arbeitskreises für die schöne gemeinsame 
Zeit, insbesondere EVA NAUMANN, ANDREA ZALL, DANIEL KIESER, ALEXANDER BOLÄNDER, 
THOMAS KRAMER, FABIO LO MONTE, PARUL GOEL und STEFAN GÖRING. 
Den aktiven Mitarbeitern des Arbeitskreises – THERESA NEUMANN, JOHANNES PILAKOWSKI 
und DENNIS BENSINGER – danke ich besonders für die wunderbaren und produktiven 
letzten Monate im Viererteam. Die Zeit in Minimalbesetzung war stets geprägt von 
außerordentlicher Hilfsbereitschaft, fachlicher Kompetenz und Freundschaft. 
Mein tiefster Dank gilt CONSTANTIN VOSS, mit dem ich nicht nur das Forschungsthema 
„Proteasom“, sondern vor allem die schönsten Momente meiner Promotion teilen 
durfte. Mit Freude denke ich an unsere gemeinsame Ära im Labor, unsere Reisen nach 
München, Berlin und Madrid sowie unbezahlbare Diskussionen, die unsere 
wissenschaftliche Arbeit wie kaum etwas anderes beflügelten. 
SABINE KNORR danke ich für ihre unvergleichliche Art, die schöne Zeit in Amsterdam 
und ihre Programmierkünste. 
Meinen Bachelorstudenten – CHRIS KORBIEN, PHILIP EMMERICH und ISABEL MORITZ – 
danke ich für ihre Hilfe und die wichtigen Erfahrungen, die ich durch die Betreuung 
ihrer Abschlussarbeiten sammeln konnte. 
Unseren Kooperationspartnern in München – EVA HUBER, MICHAEL GROLL, MARTIN STEIN 
und PHILIPP BECK – sowie in Berlin – PETER-MICHAEL KLOETZEL und ULRIKE KUCKELKORN – 
danke ich für ihre Gastfreundschaft und den wertvollen fachlichen Austausch. 
MIREILLE KRIER und PAUL CZODROWSKI danke ich für ihr motivierendes Interesse an 
meiner Arbeit, so manchen Denkanstoß und faszinierende Einblicke in das 
professionelle Modeling-Umfeld der Merck KGaA.  
Mein herzlichster Dank gilt meiner FAMILIE, vor allem meiner Mutter SYLVIA, meinem 
Stiefvater FRANZ, meinem Bruder SEBASTIAN und meiner Freundin NADIN, ohne deren 
Vertrauen und Unterstützung meine Promotion undenkbar gewesen wäre.  
    v 
Veröffentlichungen 
 
Teilergebnisse dieser Arbeit wurden an folgenden Stellen vorgestellt, 
veröffentlicht oder werden zur Veröffentlichung eingereicht: 
 
 Christoph Scholz, Sabine Knorr, Kay Hamacher, Boris Schmidt, "DOCKTITE – A 
Highly Versatile Step-by-Step Workflow for Covalent Docking and Virtual 
Screening in the Molecular Operating Environment", Journal of Chemical 
Information and Modeling 2015, 55, 398-406. 
 
 Binia Drung, Christoph Scholz, Valéria A. Barbosa, Azadeh Nazari, Maria H. 
Sarragiotto, Boris Schmidt, "Computational & experimental evaluation of the 
structure/activity relationship of beta-carbolines as DYRK1A inhibitors", 
Bioorganic and  Medicinal Chemistry Letters 2014, 24, 4854-4860. 
 
 Constantin Voss, Christoph Scholz, Sabine Knorr, Philipp Beck, Martin L. Stein, 
Andrea Zall, Ulrike Kuckelkorn, Peter M. Kloetzel, Michael Groll, Kay 
Hamacher, Boris Schmidt, "alpha-Keto Phenylamides as P1'-Extended 
Proteasome Inhibitors", ChemMedChem 2014, 9, 2557-2564. 
 
 Alexander Boländer, Daniel Kieser, Christoph Scholz, Roland Heyny-von 
Haußen, Gerhard Mall, Valérie Goetschy, Christian Czech, Boris Schmidt, 
"Synthesis of methoxy-X04 derivatives and their evaluation in Alzheimer's 
disease pathology", Neurodegenerative Diseases 2014, 13, 209-213. 
 
 Christoph Scholz, Constantin Voss, Sabine Knorr, Ulrike Kuckelkorn, Kay 
Hamacher, Peter M. Kloetzel, Boris Schmidt, “Paradigm Caught by a Mouse 
Trap: 20S Proteasome’s ß5 Subunit is Not Chymotrypsin-like.”, wird 
voraussichtlich 2015 zur Veröffentlichung eingereicht. 
 
Posterbeiträge, Vorträge und Datenbankeinträge: 
 
 Christoph Scholz, Sabine Knorr und Boris Schmidt, „CovDock – A highly 
versatile step-by-step workflow for covalent docking and virtual screening in 
MOE.”, User Group Meeting: Chemical Computing Group, Straßburg (F), 
22.-25.04.2014 (Poster). 
 
 Christoph Scholz, „DOCKTITE – A highly versatile step-by-step workflow for 
covalent docking and virtual screening in MOE.”, User Group Meeting: 
Chemical Computing Group, London (GB), 12.-15.05.2015 (Vortrag). 
 






Veröffentlichungen ................................................................................................. v 
Inhaltsverzeichnis ................................................................................................. vi 
Abkürzungsverzeichnis ....................................................................................... viii 
1. Einleitung ..................................................................................................... 1 
1.1 Das Ubiquitin/Proteasom-System ..................................................................... 1 
1.1.1 Die Ubiquitinylierung von Proteinen ................................................................. 1 
1.1.2 Der proteasomale Proteinabbau ........................................................................ 3 
1.1.3 Das Proteasom als Zielprotein in der molekularen Onkologie ........................... 6 
1.1.4 Inhibitoren des 20S-Proteasoms ........................................................................ 8 
1.2 Molecular Modeling ......................................................................................... 14 
1.2.1 Pharmakophor-Modellierung .......................................................................... 20 
1.2.2 Quantitative Struktur/Aktivitäts-Beziehung (QSAR) ....................................... 24 
1.2.3 Kovalentes Docking ......................................................................................... 25 
1.3 Die ALZHEIMER-Demenz ................................................................................... 30 
1.3.1 Die Amyloid-Hypothese .................................................................................. 31 
1.3.2 Die Tau-Hypothese ......................................................................................... 32 
1.3.3 Diagnose durch Fluoreszenz-Imaging .............................................................. 33 
1.3.4 DYRK1A-Inhibition als potentielle Therapie der AD ........................................ 36 
2. Zielsetzung ................................................................................................. 39 
3. Kumulativer Teil ........................................................................................ 42 
3.1 -Ketophenylamiden als Proteasominhibitoren .................... 42 
3.2 Untersuchung des Einflusses eines Ligand/Met45-Kontaktes auf die 
enzymatische Aktivität des Proteasoms ........................................................... 75 
3.3 Entwicklung von DOCKTITE, einer Methode zum automatisierten Docking 
kovalenter Liganden ....................................................................................... 85 
    vii 
3.4 Entwicklung einer optimierten Syntheseroute zu Methoxy-X04-basierten 
Fluoreszenzfarbstoffen zur Diagnose der Alzheimer-Demenz ........................ 109 
3.5 Untersuchung der Struktur/Aktivitäts-Beziehung (SAR) von -Carbolinen als 
DYRK1A-Inhibitoren und Steigerung der Selektivität gegenüber MAO-A mit 
Hilfe moderner in silico-Methoden. ................................................................ 126 
4. Zusammenfassung und Ausblick ............................................................. 182 
Literaturverzeichnis ........................................................................................... 185 










AP Amyloider Plaque 




BrAAP  Verzweigtkettige Aminosäuren-bevorzugend (engl.: Branched chain 
amino acid prefering) 
CAS Chemical Abstracts Service 
ChTL Chymotrypsin-ähnlich (engl.: Chymotrypsin-like) 
CL Caspase-ähnlich (engl.: Caspase-like) 
CP Kernpartikel (engl.: Core particle) 
CSD Cambridge Structural Database 
CT Computertomographie 
Cys/C L-Cystein 
Da Dalton [g/mol] 
DNA Desoxyribonucleinsäure 
E1 Ubiquitin-aktivierendes Enzym 
E2 Ubiquitin-konjugierendes Enzym 
E3 Ubiquitin-Ligase 
EL Elastase-ähnlich (engl.: Elastase-like) 
em. Emission 
FDA Food and Drug Administration 




    ix 
Gly47N N-terminales Amin von Glycin47 
H-Brücke Wasserstoffbrücke 
IC50 Inhibitionskonstante (Konzentration für 50% Inhibierung) 




IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry 
Ki Dissoziationskonstante 
Leu/L L-Leucin 
LFER  Lineare freie Enthalpie-Beziehung (engl.: linear free energy 
relationship) 
Lys/K L-Lysin 
M Molar [mol/L] 
max. Maximal 
MCSS Multiple Copy Simultaneous Search 
MD Moleküldynamik 
Met/M L-Methionin 
MHC Haupthistokompatibilitätskomplex (engl.: Major histocompatibility 
complex) 
MOE Molecular Operating Environment 
NFT Neurofibrillenbündel (engl.: Neurofibrillary tangle) 
NMR Kernmagnetresonanz (engl.: Nuclear magnetic resonance) 
P Phosphat 






PHF Paariges helikales Filament 
pIC50 -log(IC50) 
Pkt. Punkt 
PN Periphere Neuropathie 
 x 
PPi Pyrophosphat 
QSAR Quantitative Struktur/Aktivitäts-Beziehung (engl.: Quantitative 
structure/activity relationship) 
RDST Rapid Dementia Screening Test 
RMSD Wurzel der mittleren quadratischen Abweichung von Atompositionen 
(engl.: Root-mean-square deviation of atomic positions) 
RNS Reaktive Stickstoffspezies (engl.: Reactive nitrogen species) 
ROS Reaktive Sauerstoffspezies (engl.: Reactive oxygen species) 
RP Regulatorischer Partikel 
S Svedberg 
SAR Struktur/Aktivitäts-Beziehung (engl.: Structure/activity relationship) 
Ser/S L-Serin 
SNAAP Kleine, neutrale Aminosäuren-bevorzugend (engl.: Small neutral 
amino acid prefering) 
SPECT Einzelphotonen-Emissions-Computertomographie (engl.: Single- 
photon emission computed tomography) 
suc Succinyl 
Thr/T L-Threonin 
Thr1O Sauerstoffatom der Threonin1-Seitenkette 
Thr1N N-terminales Amin von Threonin1 











   
 




1.1 Das Ubiquitin/Proteasom-System 
 
Das Proteom, also die Gesamtheit aller Proteine in einem Organismus zu einem 
bestimmten Zeitpunkt, unterliegt einem dynamischen Gleichgewicht zwischen 
Proteinabbau und -synthese. Der Zerlegung von Proteinen in ihre Bestandteile, die 
Aminosäuren, wurde bis zur Mitte des 20. Jahrhunderts nur wenig Aufmerksamkeit 
geschenkt. 1942 stellte R. SCHOENHEIMER seine Forschungen über „Die Dynamik der 
Körperbestandteile“ vor, durch die er mittels Isotopenmarkierung den ständigen Auf- 
und Abbau von Proteinen nachweisen konnte.[2] M.V. SIMPSON konnte elf Jahre später 
zeigen, dass es neben den bekannten, ATP-unabhängigen Abbauwegen durch 
extrazelluläre Proteasen, wie Trypsin und Chymotrypsin, energieverbrauchende 
Prozesse geben muss, die für den Abbau intrazellulärer Proteine verantwortlich 
sind.[3] Besonderes Interesse wurde daraufhin dem im gleichen Zeitraum von 
C. DE DUVE erstmals beschriebenen lysosomalen Abbau von Proteinen zuteil.[4] 
Lysosomen sind Zellorganellen, die zelleigene und zellfremde Stoffe durch Endozytose 
aufnehmen und diese in ihrem Inneren durch eine Vielzahl von Verdauungsenzymen 
in ihre Bestandteile zerlegen können. Um die Zelle im Falle des Austretens dieser 
Enzyme zu schützen, funktionieren diese nur bei einem stark erniedrigten pH-Wert 
von 4,5 - 5 und sind im pH-Milieu des Zytoplasmas inaktiv. Zum Aufrechterhalten 
dieses Protonengradienten benötigen Lysosomen Energie, welche sie aus der 
Speicherform ATP beziehen.[5] Anfang der 80er-Jahre entdeckten und 
charakterisierten die Mediziner A. CIECHANOVER, A. HERSHKO, und I. ROSE den durch 
Ubiquitinmarkierung hochselektiven und ATP-abhängigen Abbau intrazellulärer 
Proteine durch das Ubiquitin/Proteasom-System (UPS) und wurden für ihre 
herausragende Forschungsleistung im Jahr 2004 mit dem Nobelpreis für Chemie 
ausgezeichnet.[6]  
 
1.1.1 Die Ubiquitinylierung von Proteinen 
 
Ubiquitin (Ub) ist mit einer Masse von 8 kDa ein relativ kleines Protein, das aus  
76 Aminosäuren aufgebaut ist. Seinen Namen verdankt es seinem „ubiquitären“ 
Vorkommen in nahezu allen Organismen. Ub kann über seinen C-Terminus 
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isopeptidisch an Lysin-Seitenketten von Substratproteinen gebunden werden und 
dient auf diese Weise entweder als Signal zum Abbau markierter Proteine über das 
UPS oder reguliert wichtige Prozesse, wie Zellzykluskontrolle, DNA-Reparatur und 
Apoptose. Die Ubiquitinylierung erfolgt über eine Kaskade dreier Enzymreaktionen 
(Abbildung 1).[7]  
 
 
Abbildung 1: Das Ubiquitin/Proteasom-System: Schematische Darstellung der Polyubiquitinylierung eines 
Substratproteins über die ATP-abhängige E1/E2/E3-Enzymkaskade mit anschließender Erkennung und Abbau des 
Substratproteins durch das 26S-Proteasom. Modifizierte Abbildung nach BIEL et al.[7] 
 
Im ersten Schritt wird Ub über eine hochenergetische Thioesterbindung auf eine 
Cystein-Seitenkette des Ub-aktivierenden Enzyms (E1) unter ATP-Verbrauch 
übertragen. Im zweiten Schritt erfolgt die Umesterung auf eine Cystein-Seitenkette 
des Ub-konjugierenden Enzyms (E2). Durch eine für das jeweilige Substratprotein 
hochspezifische Ub-Ligase (E3) wird im finalen Schritt die Übertragung des Ubiquitins 
auf eine Lysin-Seitenkette des Zielproteins realisiert. Ub selbst verfügt über zwei 
exponierte Lysin-Seitenketten (Lys48 und Lys63), wodurch sich die Reaktionskaskade 
mehrfach wiederholen kann. Dies führt schließlich zu einer Polyubiquitinylierung des 
Substratproteins, welche als Signal für den proteasomalen Abbau dient.[7]  
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1.1.2 Der proteasomale Proteinabbau 
 
Das 26S-Proteasom ist ein multikatalytischer Enzymkomplex mit einer Masse von 
2,5 MDa. Er besteht aus zwei regulatorischen 19S-Untereinheiten (RP) sowie dem 
fassartigen Kernkomplex (CP), dem 20S-Proteasom. Während die 19S-Untereinheiten 
für die Erkennung markierter Substratproteine, deren Entfaltung und Transport in das 
Innere des Substratkanals unter ATP-Verbrauch zuständig sind, beherbergt der CP die 
aktiven Zentren der Untereinheiten 1, 2 und 5 (Abbildung 2).[8, 9] 
 
 
Abbildung 2: Schematische Darstellung des 26S-Proteasoms: Der Kernpartikel (CP), das 20S-Proteasom, besteht aus 
je zwei heptameren - und -Ringen. Die -Untereinheiten beherbergen die aktiven Zentren (1, 2 und 5) mit 
jeweils unterschiedlichen Substratspezifitäten. Der CP ist auf beiden Seiten vom sogenannten regulatorischen 
Partikel (RP), dem 19S-Proteasom, umgeben, welcher für die Erkennung, die Entfaltung und den Transport 
polyubiquitinylierter Substratproteine in das Innere des CP verantwortlich ist. Modifizierte Abbildung nach VOSS.[10] 
 
Das 20S-Proteasom hat eine Masse von ~700 kDa und ist zylindrisch aufgebaut mit 
einer Länge von ~160 Å und einem Durchmesser von ~120 Å. Es besteht aus je zwei 
heptameren - und -Ringen, woraus sich eine 72-Punkt-Symmetrie ergibt.[9] Der CP 
beherbergt insgesamt sechs aktive Zentren mit drei unterschiedlichen 
Substratspezifitäten und einem für Proteasen seltenen Hydrolysemechanismus: Ein 
N-terminales Threonin (Thr1) bildet die nukleophile Seitenkette, dessen 
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Hydroxygruppe die Amidbindung nukleophil angreift, während das terminale Amin 
ein Wassermolekül sowohl koordiniert als auch aktiviert (Abbildung 3).[11] 
 
 
Abbildung 3: Hydrolysemechanismus eines Substratproteins durch das Proteasom: Thr1 (blau) greift über die 
aktivierte Hydroxygruppe die Peptidbindung eines Substratproteins (rot) nukleophil an. Nach Freisetzung des 
N-terminalen Peptidfragments aus dem tetraedrischen Intermediat und anschließender Freisetzung der 
carboxyterminalen Komponente durch Hydrolyse des Acylesters wird das katalytisch aktive Thr1 regeneriert. 
Modifizierte Abbildung nach KISSELEV et al.[11] 
 
Im ersten Schritt kommt es zu einem nukleophilen Angriff der Hydroxylgruppe des 
N-terminalen Thr1 (Thr1O) auf die zu schneidende Peptidbindung des 
Substratproteins. Der Amin-Terminus (Thr1N) ermöglicht diesen Angriff, indem durch 
Koordinierung eines Wassermoleküls die Nukleophilie der Hydroxylgruppe signifikant 
erhöht wird. Im folgenden Schritt wird das entstandene Acylester-Intermediat 
hydrolysiert und Thr1 für den nächsten Katalysezyklus regeneriert.  
Die Substratspezifität kommt durch die Struktur der Substratbindetaschen des aktiven 
Zentrums zustande, welche, von der Schnittstelle ausgehend, in N-terminaler 
Richtung des Substrates mit S1-S4 und in C-terminaler Richtung mit S1‘-S4‘ 
bezeichnet werden (Abbildung 4).[12] Nach heutigem Kenntnisstand sind primär die 
rot markierten Substratbindetaschen S1 und S3 für die Selektivität entscheidend, 
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während die S2-Bindetasche groß genug ist, um selbst sterisch anspruchsvollste 
Seitenketten des Substrates aufzunehmen.[9] 
 
 
Abbildung 4: Nomenklatur des Substratbindekanals: Man unterscheidet zwischen einer gestrichenen Seite, deren 
Bindetaschen in C-terminaler Richtung, ausgehend von der zu schneidenden Peptidbindung, mit S1‘-S4‘ bezeichnet 
werden und einer nicht-gestrichenen Seite, deren Bindetaschen in N-terminaler Richtung mit S1-S4 benannt 
werden. 
 
Die Substratspezifität der aktiven Untereinheiten lässt sich verlässlich aus der Struktur 
der S1-Bindetasche vorhersagen, welche vor allem durch die Aminosäure an Position 
45 definiert wird. Arg45 der 1-Untereinheit ist besonders gut geeignet, 
Wechselwirkungen mit sauren Aminosäuren einzugehen und führt somit zu der 
beobachteten Caspase-ähnlichen Aktivität (CL). Die S1-Bindungstasche der 
2-Untereinheit ist durch Gly45 relativ groß. Durch Wechselwirkungen des Substrates 
mit der nahegelegenen Seitenkette von Glu53 werden hier große und basische 
P1-Reste bevorzugt, was zur Klassifizierung als Trypsin-ähnliche Aktivität (TL) führt. 
Die Chymotrypsin-ähnliche Aktivität (ChTL) der 5-Untereinheit kommt durch die 
konformationell überaus bewegliche Seitenkette von Met45 zustande. Diese wichtige 
katalytische Untereinheit hydrolysiert dementsprechend nach neutralen, hydrophoben 
Aminosäuren. Über diese drei klassischen Substratpräferenzen hinaus wurden 
proteasomale Aktivitäten gegenüber verzweigtkettigen Aminosäuren (BrAAP) und 
kleinen neutralen Aminosäuren (SNAAP) nachgewiesen, welche nach heutigen 
Erkenntnissen ebenfalls der 5-Untereinheit zugeschrieben werden können.[9, 13, 14] 
Das Proteasom arbeitet prozessiv. Ein Substratprotein verlässt den Enzymkomplex 
demnach nicht, bis es vollständig zu Fragmenten mit einer Länge zwischen drei und 
25 Aminosäuren abgebaut wurde.[15] Die durchschnittliche Länge der Spaltprodukte 
beträgt sieben bis acht Aminosäuren und ist unabhängig von der Anzahl umgebender 
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aktiver Zentren im Proteasom, was durch Mutationsstudien belegt werden konnte.[15] 
Die hierbei erzeugten Oligopeptide werden zum Teil durch Peptidasen hydrolysiert 
und dem Organismus als Aminosäuren wieder zur Verfügung gestellt. Sie können 
jedoch auch als T-Zell-Antigene in MHC-Klasse I-Komplexen dienen. Optimale 
Substrate für MHC I-Komplexe sind acht bis neun Aminosäuren lang und besitzen 
einen basischen oder hydrophoben C-Terminus, entsprechen also Spaltprodukten, die 
durch die 2- oder 5-Untereinheit generiert werden. Um im Infektionsfall die Menge 
an prozessierten MHC I-Antigenen zu erhöhen, besitzen Säugetiere eine weitere Form 
des Proteasoms: das Immunoproteasom. Detektieren Immunzellen Infektionen, so 
schütten sie zur Intensivierung der Immunantwort unter anderem das Zytokin 
-Interferon (IFN-) aus. IFN- wiederum führt zu einer vermehrten Expression des 
Immunoproteasoms, welches sich in der Struktur der aktiven Zentren vom 
konstitutiven Proteasom unterscheidet. Die 1-Untereinheit erfährt hierbei einen 
Aminosäureaustausch, der ihre Substratspezifität nahezu umkehrt: Durch einen 
Arg45Leu-Austausch  von CL zu ChTL. Ein weiterer Unterschied, der durch die von 
M. GROLL et al. veröffentlichte Kristallstruktur des Immunoproteasoms erkannt werden 
konnte, ist die Größe der S1-Bindetasche der 5-Untereinheit.[16] Diese Veränderung 
kommt nicht durch einen Austausch von Met45 zustande, sondern durch einen 
Ser53Gln-Austausch. Die sich im Immunoproteasom befindliche Seitenkette Gln53 
bewirkt eine Konformationsänderung von Met45 und vergrößert somit die 
S1-Bindungstasche signifikant. 
 
1.1.3 Das Proteasom als Zielprotein in der molekularen Onkologie 
 
Das UPS reguliert eine Vielzahl physiologischer Prozesse und wird häufig als 
„Recyclinghof der Zelle“ bezeichnet. Bis zu 30% der neu synthetisierten Proteine 
werden durch diese Qualitätskontrolle einer gesunden Zelle als schadhaft identifiziert, 
ubiquitinyliert und vom Proteasom abgebaut.[17] Tumorzellen sind durch ihre hohe 
Teilungsrate und ihren erhöhten Metabolismus besonders anfällig für eine vermin-
derte Proteasomaktivität. Sie „ersticken“ sozusagen an ihren eigenen Abfallprodukten. 
Der Einfluss einer Proteasominhibition auf das Tumorwachstum lässt sich allerdings 
auch detaillierter beschreiben (Abbildung 5).[7] 
 




Abbildung 5: Mit dem UPS verknüpfte intrazelluläre Signalwege haben Einfluss auf das Überleben einer Zelle mit 
stressinduzierter DNA-Schädigung. Das Tumorsupressorprotein p53 wird bei einer DNA-Schädigung überexprimiert 
und stoppt den Zellzyklus, bis Reperaturmechanismen den Schaden behoben haben. Ist dies nicht möglich, leitet 
eine weitere Akkumulation von p53 die Apoptose der Zelle ein. Durch Ubiquitinylierung von p53 und 
nachgeschaltetem Abbau durch das Proteasom wird eine Akkumulation verhindert und die Zelle teilt sich trotz 
DNA-Schadens. Der Transkriptionsfaktor NF-B kann durch den proteasomalen Abbau seines Inhibitors IB in den 
Zellkern gelangen und dort eine Vielzahl von Signalwegen aktivieren, die ein Überleben der Zelle trotz eines DNA-
Schadens ermöglichen. Modifizierte Abbildung nach BIEL et al.[7] 
 
Erfährt eine Zelle einen stressinduzierten DNA-Schaden, werden Tumor-
supressorproteine, wie p53 oder p27, exprimiert und stoppen den Zellzyklus, bis der 
Schaden durch intrazelluläre Reparaturmechanismen behoben ist. Zellulärer Stress 
kann vielfältige Ursachen haben, beispielsweise eine erhöhte metabolische Auslastung 
und damit einhergehende reaktive Stickstoff- oder Sauerstoffspezies (RNS/ROS), 
Viren, Zytostatika oder ionisierende Strahlung. Ist eine Reparatur der DNA nicht 
möglich, wird p53 überexprimiert und seine Akkumulation induziert die Apoptose der 
geschädigten Zelle. Die Inaktivierung dieses, in der Literatur auch als „Wächter des 
Genoms“ bezeichneten, Tumorsupressors ist ein nahezu universeller Schritt in der 
Entartung von gesunden Zellen zu malignen Tumoren.[18] MDM2, eine auf p53 
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spezialisierte Ub-Ligase (E3), führt zur Ubiquitinylierung von p53 und leitet somit 
dessen Abbau durch das Proteasom ein. In gesunden Zellen ist diese Labilität von p53 
vorteilhaft, um nach erfolgter DNA-Reparatur den Zellzyklus wieder zu starten; in 
Tumorzellen führt der proteasomale Abbau jedoch zu einer Verminderung der p53-
Akkumulation und somit zu unkontrolliertem Wachstum. NF-B spielt als 
Transkriptionsfaktor ebenfalls eine entscheidende Rolle in der Krebsentstehung. Unter 
zellulärem Stress phosphoryliert die IB-Kinase ihr Substrat, den NF-B-Inhibitor IB,  
und leitet dessen Ubiquitinylierung durch eine entsprechende E3-Ligase ein.[7] Durch 
den Abbau von IB wird NF-B aktiviert, wandert in den Zellkern und erhöht dort als 
Transkriptionsfaktor die Expression bestimmter Gene, deren Produkte für die 
Regulierung verschiedenster Signalwege verantwortlich sind. Im Endeffekt kann dies 
zu einem Überleben der Zelle trotz eines DNA-Schadens führen. Besonders der 
Einfluss auf NF-B-vermittelte Signalwege macht die Inhibierung des Proteasoms 
nicht nur für die Tumortherapie, sondern auch für zahlreiche Autoimmun-
erkrankungen zu einer interessanten Therapiestrategie.[9] 
 
1.1.4 Inhibitoren des 20S-Proteasoms 
 
Als Anfang der 90er-Jahre das Interesse an der Erforschung des Proteasoms stieg, war 
zunächst nicht bekannt, dass es sich um eine völlig neue Klasse von Proteasen 
handelte. Die ersten Experimente wurden daher mit einer Vielzahl bekannter 
Inhibitoren für Serin- und Cysteinproteasen durchgeführt. Auf diese Weise gelang die 
Identifizierung peptidischer Aldehyde, die auch gegenüber dem CP eine 
inhibitorische Aktivität aufweisen. Erst die im Jahr 1995 durch W. BAUMEISTER 
veröffentlichte Kristallstruktur des Calpain-Inhibitors I 1 im Komplex mit dem CP des 
Archaeon Thermoplasma acidophilum bewies, dass es sich um eine Threonin-Protease 
handelt, deren aktives Threonin mit dem Inhibitor kovalent und reversibel ein 
Halbacetal ausbildet (Abbildung 6A).[19, 20] Die Aufklärung der Quartärstruktur der 
aktiven Zentren ermöglichte erstmals ein rationales Inhibitordesign, um Substanzen 
mit selektiver Affinität für das CP zu entwickeln und mit ihnen gezielt bestimmte 
aktive Untereinheiten zu inhibieren. Die Substitution der Norleucin- durch eine 
Leucin-Seitenkette an der P1-Position und der N-terminalen Acetyl- durch die 
Z-Schutzgruppe, führte zu dem noch heute vielfach in vitro angewendeten MG-132 2. 




Abbildung 6: (A) Allgemeiner Bindungsmodus peptidischer Aldehyde. Durch Addition des Thr1O an die 
Carbonylgruppe des Aldehyden bildet sich ein Halbacetal aus. (B) Calpain-Inhibitor I 1 und dessen Weiter-
entwicklung MG132 2. (C) Der hochaktive und -selektive aldehydische Inhibitor BSc2118 3 und dessen durch 
röntgenkristallographische Untersuchungen aufgeklärter Bindungsmodus in der 5-Untereinheit des Proteasoms. 
(Bisher unveröffentlichte Kristallstruktur, aufgenommen und freundlicherweise zur Verfügung gestellt von 
M. GROLL, visualisiert mit MOE2014.09). 
 
Der im Arbeitskreis B. SCHMIDT entwickelte tripeptidische Aldehyd BSc2118 3 ist bis 
heute einer der aktivsten und selektivsten Vertreter dieser Substanzklasse.[21] Das 
Besondere an BSc2118 3 ist das sterisch anspruchsvolle tert-Butyl-aspartat an Position 
P2. Wie bereits in Abschnitt 1.1.2 erwähnt, weist das 20S-Proteasom keine 
spezifischen S2-Bindungstaschen auf, da der P2-Rest des Liganden in den inneren 
Kanal des Kernkomplexes hineinragen kann (Abbildung 6C). Dieser strukturelle 
Unterschied zu anderen Proteasen verleiht Proteasominhibitoren mit raumfüllenden 
P2-Resten eine hohe Selektivität.  
Die erste Weiterentwicklung der Peptidaldehyde waren peptidische Vinylsulfone, 
wie das für mechanistische Studien eingesetzte, isotopenmarkierte, NL3VS 4 
(Abbildung 7). Diese kovalent und irreversibel an das Proteasom bindende 
Substanzklasse ist als Michael-Akzeptor besonders affin für weiche Nukleophile wie 
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beispielsweise Thiole. Während Serinproteasen von Vinylsulfonen kaum inhibiert 
werden, zeigen sie eine hohe Reaktivität gegenüber den meisten Cysteinproteasen, 
wie Cathepsinen, was sich für eine Anwendung in vivo nachteilig auswirkt.[9] 
 
 
Abbildung 7: Peptidvinylsulfone, wie das mit Iod125 radioaktiv markierte NL3VS 4, binden mit ihrer Michael-
Akzeptor-Position irreversibel an Thr1O und eignen sich somit insbesondere für mechanistische Studien. 
 
Die Boronsäure-Kopfgruppe zeigt ein, im Vergleich zu Vinylsulfonen, inverses 
Selektivitätsmuster. Sie ist hochreaktiv gegenüber Sauerstoff-Nukleophilen (wie Serin 
oder Threonin), wird jedoch aufgrund der schwachen Bor/Schwefel-Bindung von 
Cysteinproteasen deutlich seltener angegriffen. Die im Vergleich zu aldehydischen 
Inhibitoren erhöhte Reaktivität gegenüber dem Proteasom wird durch den Vergleich 
der Inhibitionskonstanten (Ki) von Bortezomib 5 (Ki = 0,62 nM) und dessen 
Aldehydanalogon 6 (Ki = 1.600 nM) deutlich.
[22] Thr1O bildet mit Boronsäuren 
einen Boronsäureester aus – ein aus chemischer Sicht reversibler Prozess (Abbildung 
8). Die Dissoziationsraten sind teilweise jedoch so gering, dass ein pseudoirreversibles 
Verhalten von Bortezomib 5 beobachtet wird.[23] Aufgrund der hohen inhibitorischen 
Aktivität gegenüber dem CP, der Selektivität und metabolischen Stabilität schaffte es 
Bortezomib 5 bis in die klinischen Studien und wurde 2008 von der FDA als erster 
Proteasominhibitor zur Behandlung zweier äußerst schwerer Tumorerkrankungen 
zugelassen: des Multiplen Myeloms und des Mantelzell-lymphoms. Obwohl es in bis 
zu 52% der Fälle zu einer schweren Nebenwirkung – der peripheren Neuropathie 
(PN) – kommt, wird es seitdem weltweit zur Behandlung dieser tödlich verlaufenden 
Tumorerkrankungen eingesetzt.[24, 25] PN resultiert aus einer Schädigung des 
peripheren Nervensystems, die mit Taubheitsgefühl in Armen und Beinen einhergeht 
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Abbildung 8: (A) Allgemeiner Bindungsmodus peptidischer Boronsäuren. Durch Addition des Thr1O an das 
elektronendefizitäre Boratom bildet sich ein Boronsäureester-Addukt. (B) Der erste FDA-zugelassene 
Proteasominhibitor Bortezomib 5 und sein Aldehydanalogon 6. (C) Bindungsmodus von Bortezomib 5 in der 
5-Untereinheit des Proteasoms (PDB-ID: 2f16, visualisiert mit MOE2014.09).[26] 
 
Eine mögliche Ursache der PN ist die Ko-Inhibition der mitochondrialen Serinprotease 
HTRA2/Omi – ein sogenannter off-target-Effekt.[27] HTRA2/Omi wird bei Zellstress 
vermehrt exprimiert und schützt vor Neurodegeneration.[28]  Dank der 
kombinatorischen Behandlung mit Bortezomib 5, Chemotherapeutika, 
Immunmodulatoren und einer Stammzellentransplantation, konnte die Lebens-
erwartung der Patienten auf acht Jahre verlängert und damit seit 1990 verdoppelt 
werden.[29]  
Verbindungen mit -Epoxyketon-Kopfgruppe gehören zur Gruppe der bivalenten 
Inhibitoren. Sie gehen sowohl mit Thr1O als auch mit dem terminalen Thr1N eine 
kovalente Bindung ein und können auf diese Weise thermodynamisch günstige 
Ringsysteme bilden (Abbildung 9). Sie zeigen neben hoher Selektivität für das 
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20S-Proteasom außergewöhnlich niedrige Inhibitionskonstanten. Durch Optimierung 
des peptidischen Rückgrates des Naturstoffs Epoxomicin 7 wurde Carfilzomib 8 unter 
dem Arbeitsnamen PR-171 von Onyx Pharmaceuticals entwickelt.  
 
 
Abbildung 9: (A) Allgemeiner Bindungsmodus peptidischer -Epoxyketone. Auftaktschritt ist eine reversible 
Addition des Thr1O an die Carbonylgruppe, unter Bildung eines Halbacetals. Die anschließende Öffnung des 
Epoxids verläuft irreversibel unter Bildung eines thermodynamisch stabilen Morpholin-Rings. (B) Der Naturstoff 
Epoxomicin 7 und der FDA-zugelassene Epoxyketon-Inhibitor Carfilzomib 8. (C) Bindungsmodus von Carfilzomib 8 
in der 5-Untereinheit des Proteasoms (PDB-ID: 4qw4, visualisiert mit MOE2014.09).[30] 
 
In klinischen Studien wurde die Wirksamkeit von Carfilzomib 8 bei Bortezomib 5-
resistentem oder wiederkehrendem Multiplen Myelom nachgewiesen, wobei periphere 
Neuropathien generell weniger schwer (Grad 1-2) verliefen und ihr Auftreten auf 12% 
der Fälle gesenkt werden konnte.[31-33] Eine Ko-Inhibition von HTRA2/Omi wird durch 
Carfilzomib 8 nicht beobachtet.[27] Carfilzomib 8 wurde im Juli 2012 von der FDA zur 
Behandlung rezidiver oder resistenter Formen des Multiplen Myeloms zugelassen.  
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Eine Inhibitorklasse mit einem einzigartigen Bindungsverhalten stellen 
-Ketophenylamide dar – wie das im Arbeitskreis B. SCHMIDT entwickelte Derivat 
BSc2189 9 (Abbildung 10).[21]  
 
 
Abbildung 10: (A) Bindungsmodus des Ketophenylamids BSc2189 9, mit S1‘-Kontakt (rot). Thr1O addiert an die 
Ketogruppe des Inhibitors unter Bildung eines Halbacetals, während die naszierende Hydroxygruppe vom Thr1N 
stabilisiert wird. Normalerweise wird diese Aufgabe durch die sogenannte „Oxyanion-Tasche“ übernommen, die im 
Falle der -Ketophenylamide mit der Amid-Carbonylgruppe wechselwirkt (grün). (B) Bindungsmodus von 
BSc2189 9 in der 5-Untereinheit des Proteasoms (PDB-ID: 4no8, visualisiert mit MOE2014.09).[23] 
 
Das Besondere an dieser, erstmalig 1999 von S. CHATTERJEE als aktiv gegenüber dem 
20S-Proteasom identifizierten, Substanzklasse ist ein Kontakt mit der gestrichenen 
Seite des Substratbindungskanals.[34] Außerdem ist eine intrinsische Stabilisierung der 
bei der Halbacetalbildung naszierenden Hydroxygruppe durch Thr1N, statt durch die 
„Oxyanion-Tasche“ des Rezeptors (Gly47) auffällig. Diese wechselwirkt stattdessen 
mit der Carbonylgruppe des Amidterminus über eine H-Brücke, ausgehend von 
Gly47N. In einem systematischen Vergleich elektrophiler Warheads bezüglich 
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Aktivität, Zellgängigkeit, Reversibilität und Selektivität wurde die -Ketophenylamid-
Kopfgruppe als besonders vielversprechend für das zukünftige Design von Proteasom-
Inhibitoren identifiziert.[23] Hierzu wurden Wirkstoffe mit identischem peptidischem 
Rückgrat (Z-Leu3) und sechs verschiedenen elektrophilen Kopfgruppen (Aldehyd, 
Boronsäure, -Ketoaldehyd, Vinylsulfon, -Epoxyketon und -Ketophanylamid) 
unter identischen Assay-Bedingungen untersucht, um einen wissenschaftlichen 
Vergleich zu ermöglichen. Obwohl das entsprechende -Epoxyketon 
(IC50,5 = 15 nM) und die Boronsäure (IC50,5 = 27 nM) niedrigere IC50-Werte als 
BSc2189 9 (IC50,5 = 70 nM) zeigen, verhindert ihr (pseudo)-irreversibler 
Bindungsmodus den Einsatz als Wirkstoff gegen solide Tumoren.[35] Die besondere 
Aktivität und Selektivität von BSc2189 9 wird dem Kontakt mit der gestrichenen Seite 
des Substratbindungskanals zugeschrieben, weshalb es sich hervorragend als 
Leitstruktur für die Entwicklung neuer, S1‘-selektiver, CP-Inhibitoren eignet. 
 
1.2 Molecular Modeling 
 
1875 publizierte der damals 23-jährige J. H. VAN’T HOFF seine bahnbrechenden 
Theorien zur Asymmetrie des Kohlenstoffatoms und setzte somit den Grundstein für 
die moderne Stereochemie.[36] Seine theoretischen Erklärungen veranschaulichte er 
mit Molekülmodellen, deren Herstellung aus Pappkarton er in einem siebenseitigen 
Appendix detailliert beschrieb. Nicht zuletzt waren es diese Modelle, die J. WISLICENUS 
– damals Professor für Chemie an der Universität Würzburg – zu einem 
enthusiastischen Verfechter der VAN’T HOFF’schen Ausführungen machten. Er orderte 
nicht nur größere Mengen der Modelle für seine Studenten und ließ seinen 
Assistenten F. HERRMANN eine deutsche Übersetzung anfertigen, sondern verteidigte 
die Arbeiten entschieden gegenüber der heftigen und haltlosen Kritik des 
angesehenen deutschen Chemikers H. KOLBE.[37, 38] Seit diesen frühen Anfängen ist die 
Erstellung akkurater dreidimensionaler Modelle für die Vorhersage physikalischer, 
chemischer und biologischer Eigenschaften von Molekülen von enormer Bedeutung 
und Grundvoraussetzung für ein rationales Molekül- und Wirkstoffdesign.  
Kamen in den 1950er- und 1960er-Jahren noch hauptsächlich Modelle aus Kunststoff 
oder Metall zum Einsatz – J. D. WATSON und F. H. C. CRICK bauten ihre berühmte 
DNA-Doppelhelix in mühevoller Handarbeit aus Aluminium –, so wird modernes 
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Molecular Modeling vornehmlich computerbasiert durchgeführt.[39] Heute ist darunter 
die Berechnung, Darstellung und Bearbeitung der dreidimensionalen Struktur von 
Molekülen und ihrer physikochemischen Eigenschaften zu verstehen.[40] Im Folgenden 
wird eine Auswahl der wichtigsten Methoden vorgestellt. 
  
Wissensbasierte Methoden: In den letzten Jahrzehnten hat sich eine schier endlose 
Menge an experimentellen Daten zu Molekülstrukturen, physikalischen Eigenschaften, 
Proteinstrukturen, Proteinsequenzen, Struktur/Wirkungs-Beziehungen und vielem 
mehr angesammelt. Dieses Wissen effizient für die Beantwortung neuer 
Fragestellungen zu nutzen ist eine der gebräuchlichsten Methoden des Molecular 
Modeling.[40]  Zur Modellierung physikochemischer Eigenschaften haben sich hierbei 
besonders die Inkrementmethoden etabliert, die auf dem sog. Additionsprinzip 
beruhen.[41] Sie basieren auf der Annahme, dass sich die Eigenschaft X eines Moleküls 
aus Beiträgen seiner Fragmente X(Fragment) zu dieser Eigenschaft zusammensetzt. 
Fragmente können hierbei sowohl Atom- als auch Bindungsfragmente, funktionelle 
Gruppen oder größere Strukturfragmente sein (Abbildung 11). Generell gilt: Je 
komplexer die Fragmente, deren Eigenschaft experimentell bestimmt wurde, desto 
genauer kann die Eigenschaft des Zielmoleküls im Computer modelliert werden. 
Natürlich nimmt dadurch auch der experimentelle Aufwand deutlich zu. Nutzt man 
lediglich Atomfragmente der am häufigsten vorkommenden Atome Kohlenstoff, 
Wasserstoff, Stickstoff, Sauerstoff, Fluor, Chlor, Brom, Iod, Schwefel und Phosphor, so 
lassen sich bereits Hunderttausende der derzeit etwa 94 Millionen CAS-registrierten 
Verbindungen modellieren – und das mit nur zehn Fragmenten, deren Beitrag zu der 
gewünschten Eigenschaft experimentell bestimmt werden muss.[42] Die 
Anwendungsgebiete der Inkrementmethoden zur Modellierung verschiedenster 
Eigenschaften, sog. Deskriptoren, sind vielfältig. Sie reichen von der Berechnung der 
Löslichkeit[43] über die Berechnung der Verdampfungsenthalpie und -entropie[44] bis 






Abbildung 11: Schematische Zerlegung eines Ethanol-Moleküls in (A) Atomfragmente, (B) Bindungsfragmente, 
(C) funktionelle Gruppen und (D) höhere Strukturfragmente. Modifizierte Abbildung nach KOLSKÁ et al.[41] 
 
Wissensbasierte Methoden können jedoch auch zur Modellierung dreidimensionaler 
Molekülstrukturen, Protein/Protein- und Protein/Ligand-Komplexen herangezogen 
werden. Die wichtigsten Quellen für experimentell bestimmte Strukturinformationen 
sind die Cambridge Crystallographic Database (CSD) mit über 600.000 
Kristallstrukturen kleiner organischer Moleküle sowie die RCSB Protein Data Bank 
(PDB) mit derzeit über 100.000 Protein- und DNA-Strukturen.[46, 47]  
Eine der häufigsten Aufgaben  innerhalb des strukturbasierten Wirkstoffdesigns ist die 
Generierung plausibler Molekülkonformationen, also die Suche nach dem globalen 
Energieminimum. Man geht hierbei generell in drei Schritten vor. Zunächst werden 
plausible Startkonformationen generiert, anschließend wird von diesen Startpunkten 
aus eine Suche nach lokalen Minima durch Energieminimierung mittels Kraftfeld- 
oder quantenchemischer Methoden durchgeführt. In einem abschließenden Schritt 
werden die erhaltenen Strukturen verglichen, um Duplikate zu eliminieren. Da die 
Energieminimierung hierbei den mit Abstand rechenintensivsten Schritt darstellt, 
benötigt man aufgrund der konformationellen Vielfalt eines durchschnittlich großen 
Wirkstoffmoleküls stochastische oder wissensbasierte Methoden zur Ermittlung 
geeigneter Startkonformationen.[48] Eine systematische Suche nach Startpunkten für 
eine Energieminimierung ist in den meisten Fällen nicht möglich: Bereits bei nur vier 
frei drehbaren Bindungen und einer systematischen Suche in 10°-Schritten ergäben 
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sich 364 = 1.679.616 mögliche Startkonformationen, die energieminimiert werden 
müssten. In einem wissensbasierten Ansatz werden zunächst experimentell bestimmte 
Konformationen strukturell verwandter Moleküle oder Molekülfragmente, 
beispielsweise enthaltene Ringsysteme, analysiert. Der Algorithmus zur Generierung 
der Startkonformationen berücksichtigt anschließend nur diejenigen Geometrien, die 
mit den experimentellen Daten im Einklang stehen. Auf diese Weise werden nur sehr 
wenige Startkonformationen erzeugt, die zudem den proteingebundenen oder in 
Lösung stabilsten Konformationen am meisten ähneln.[48]  
Neben der Suche nach energetisch günstigen Konformationen und Bindungsmodi in 
aktiven Zentren von Rezeptoren ist deren energetische Bewertung, das sog. Scoring, 
ein Hauptaufgabengebiet des Molecular Modeling. Auch hier haben wissensbasierte 
Methoden in den letzten Jahren enorm an Bedeutung gewonnen. Gemein haben diese 
Methoden, dass aus experimentell bestimmten Kontaktgeometrien in Protein/Ligand-
Komplexen statistische Potentiale berechnet werden, die angeben, wie häufig ein 
bestimmter Kontakt zwischen einer funktionellen Gruppe eines Liganden und einer 
Aminosäure im Rezeptor ist. Die daraus gewonnene Häufigkeitsverteilung lässt sich 
auf einen mittleren Referenzzustand beziehen, wodurch sich eine Energiefunktion 
berechnen lässt: Kontakte die häufiger auftreten als in der mittleren Verteilung sind 
demnach energetisch vorteilhaft, während seltenere Kontakte als energetisch 
ungünstig eingestuft werden.[49, 50] Diese statistischen Potentiale können nicht nur zur 
Bewertung generierter Konformationen, sondern auch zur Analyse von 
Bindungstaschen in aktiven Zentren von Proteinen herangezogen werden und helfen, 
wissensbasierte Pharmakophormodelle aufzustellen (siehe Abschnitt 1.2.1).   
 
Kraftfeldmethoden: Ziel einer Kraftfeld- oder Molekülmechanik-Rechnung ist die 
Ermittlung einer energetisch günstigen dreidimensionalen Struktur eines molekularen 
Systems. Sie basiert dabei auf einer empirischen Kraftfeldgleichung mit anpassbaren 
Parametern (Abbildung 12). Die zentrale Annahme lautet: Bindungsabstände 
und -winkel nehmen näherungsweise Standardwerte an, es sei denn, sie werden 
durch anziehende oder abstoßende Wechselwirkungen davon abgehalten.[40] Die 
Berechnungen sind der klassischen Mechanik entliehen und man betrachtet ein 
Molekül als Ensemble atomarer Kugeln. Diese werden, wie durch Federn verbundene 




Abbildung 12: Eine typische Kraftfeldgleichung zur Berechnung der Gesamtenergie E eines molekularen Systems. 
Der erste Term  beschreibt den Energiebeitrag der Dehnung oder Stauchung einer kovalenten Bindung mittels 
eines harmonischen Oszillators mit der Kraftkonstante Kb und der Gleichgewichtslänge b0 als -- experimentell oder 
rechnerisch -- zu ermittelnde Parameter. Ebenfalls über ein harmonisches Potential wird eine Dehnung oder 
Stauchung des Bindungswinkels durch den zweiten Term erfasst. Parametrisiert werden müssen hierbei die 
Kraftkonstante Kund der Gleichgewichtswert Der dritte Term beschreibt die Änderung der Energie bei 
Änderung des Torsionswinkels und der letzte Term gibt den Einfluss nichtkovalenter Wechselwirkungen wieder. 
Hierbei werden die van-der-Waals-Kräfte meist durch das LENNARD-JONES-Potential mit dem Abstoßungsterm Ai,j/ri,j
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sowie dem Anziehungsterm - Ci,j/ri,j
6 berechnet. Elektrostatische Wechselwirkungen lassen sich durch das Coulomb-
Potential qiqj/ri,j erfassen. Modifizierte Abbildung nach KLEBE.
[40] 
 
Die Kräfte zwischen Punktladungen werden durch das Coulomb-Gesetz beschrieben, 
welches als kritische Parameter die Ladungen der betrachteten Teilchen und die 
relative Permittivität , auch Dielektrikum genannt, beinhaltet. Während die 
Bestimmung von Ladungen, beispielsweise mittels quantenmechanischer 
Berechnungen, sehr genau möglich ist, ist die Wahl des richtigen Dielektrikums für 
Kraftfeldrechnungen in Proteinen enorm schwierig und kann theoretisch alle Werte 
zwischen  = 1 für Vakuum und  = 80 für Wasser annehmen.[40] Für Simulationen 
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von Proteinen sind sowohl feste Werte zwischen  = 4 und  = 20 gebräuchlich, als 
auch eine dynamische, umgebungsabhängige Parametrisierung. Generell werden 
Parametrisierungen von Kraftfeldern durch Angleichen an Ergebnisse möglichst 
genauer quantenchemischer Berechnungen und/oder an experimentelle Daten 
durchgeführt.[52] Hierzu dienen beispielsweise röntgenkristallographisch gelöste 
3D-Strukturen sowie Infrarot- und Ramanspektren, um Kraftkonstanten abzuleiten. 
Die hierbei gefundenen Parameter sind stark vom verwendeten Referenzdatensatz 
abhängig. Aus experimentellen Daten von Proteinen erhaltene Parameter können 
beispielsweise für die Modellierung von Zuckern oder Wirkstoffen völlig ungeeignet 
sein. Daher sind Kraftfelder, die ohne Parametrisierungen auskommen bzw. fehlende 
Parameter während der Berechnung selbst zuweisen, eine enorm nützliche 
Weiterentwicklung, welche u.a. in dem in dieser Arbeit häufig verwendeten Kraftfeld 
AMBER12:EHT eingesetzt wird.[53] 
Die NEWTON’sche Bewegungsgleichung erlaubt mithilfe des Energieerhaltungssatzes 
eine Simulation der Bewegungen von Atomen bzw. Molekülen unter der Einwirkung 
eines Kraftfelds. Für diese Moleküldynamiksimulationen (MD) werden mittels 
numerischer Verfahren die Bewegungsgleichungen für alle Teilchen gleichzeitig 
iterativ gelöst, wobei meist nur die zwischen zwei Teilchen wirkenden Kräfte 
gleichzeitig berücksichtigt werden (Paarnäherung).[40] Auf diese Weise können 
dynamische Prozesse sichtbar gemacht werden, die in Zeitskalen von wenigen 
Nanosekunden ablaufen und experimentell nicht oder nur sehr aufwendig zu 
verfolgen wären. Eine weitere wichtige Anwendung ist die im vorhergehenden 
Abschnitt angesprochene Energieminimierung von molekularen Systemen zur 
Bestimmung energetisch günstiger Konformationen. In beiden Fällen werden zu 
Beginn der Moleküldynamiksimulation jedem Atom Startkoordinaten 
und -geschwindigkeiten zugewiesen, die – im Ensemblemittel – der gewünschten 
Temperatur entsprechen (Abbildung 13). Anschließend werden die Kräfte berechnet, 
die durch die umgebenden Teilchen auf das Atom wirken und es wird anhand der 
NEWTON’schen Bewegungsgleichung die neue Position des Atoms nach einem gewissen 
Zeitintervall (meist 1 fs) erhalten. Diese neue Position entspricht in der nächsten 




Abbildung 13: Schematischer Ablauf einer Moleküldynamikrechnung. Modifizierte Abbildung nach KLEBE.[40] 
 
Während man für die Simulation dynamischer Prozesse meist ein vorher festgelegtes 
Zeitintervall betrachtet, beispielsweise 50 ns, bricht man Energieminimierungen für 
gewöhnlich bei Erreichung eines bestimmten Energiegradienten ab. Hierbei wird der 
Energieunterschied zwischen zwei Iterationen anhand der Kraftfeldgleichung 




Unter einem Pharmakophor (Ph4) bzw. einem Pharmakophormodell versteht man 
ganz allgemein die räumliche Anordnung von Interaktionsgruppen niedermolekularer 
Liganden, die für eine Bindung im aktiven Zentrum eines Proteins – und damit zur 
     
21 
Erzielung einer pharmakologischen Wirkung – erforderlich sind. Die einzelnen 
Interaktionsgruppen, wie beispielsweise wasserstoffbrückenbildende, hydrophobe, 
metallkomplexierende oder ionische funktionelle Gruppen, bezeichnet man häufig als 
Pharmakophordeskriptoren oder Pharmakophoreigenschaften.[54]  
 
Strukturbasierte Ph4-Modellierung: Ist die dreidimensionale Struktur eines aktiven 
Zentrums bekannt, so lässt sich hieraus ein Ph4 ableiten: Die Aminosäureseitenketten 
des Rezeptors lassen Rückschlüsse zu, wie funktionelle Gruppen des Liganden 
beschaffen sein müssen, um an sie zu binden. Bereits 1985 wurde von P. GOODFORD 
die Software GRID publiziert, mit der er genau diesen Ansatz verfolgte.[55] Mittels 
eines Satzes niedermolekularer Sonden, beispielsweise einem Wassermolekül, einem 
aromatischen Kohlenstoff, einer H-Brücken-Donor- bzw. Akzeptorgruppe oder einer 
ionischen Gruppe, wird ein virtuell in das aktive Zentrum gelegtes Gitter abgerastert 
und die jeweilige Wechselwirkungsenergie für jeden Schnittpunkt dieses Gitters 
berechnet und gespeichert. Die Energien können anschließend graphisch dargestellt 
werden und deuten Brennpunkte für die jeweilige funktionelle Gruppe an. 
Zusammengenommen können die so erhaltenen Brennpunkte in ein Ph4-Modell 
übersetzt werden. Ein beeindruckendes Beispiel für den Erfolg dieses Ansatzes im 
rationalen Wirkstoffdesign ist die Entwicklung von Zanamivir, dem ersten Inhibitor 
der Influenza-Neuraminidase.[56]  
Auf die Möglichkeit, durch wissensbasierte statistische Potentiale bevorzugte 
Ligand/Protein-Wechselwirkungen und somit ein Ph4-Modell zu erhalten, wurde 
bereits in Abschnitt 1.2 detailliert eingegangen.  
Die Multiple Copy Simultaneous Search (MCSS)-Methode funktioniert kraftfeldbasiert 
und bedient sich ebenfalls niedermolekularer Sonden.[57] Hierbei werden jedoch 
kleine Moleküle (drei bis sechs Atome, möglichst wenig konformationelle 
Freiheitsgrade) eingesetzt. Wählt man diesen Satz an Molekülen geschickt, so lassen 
sich sterische und elektrostatische Wechselwirkungen realistisch simulieren und ein 
Großteil der organischen Verbindungen aus ihnen aufbauen. Hierzu gehören 
Fragmente wie Acetonitril, Acetat, Methanol, Dimethylether, Benzol oder 
Acetaldehyd. Viele Kopien dieser Sondenmoleküle werden im aktiven Zentrum 
positioniert und einer kraftfeldbasierten Energieminimierung unterzogen. Hierbei 
spüren die Sondenmoleküle nur die Wechselwirkung mit dem Protein,  „sehen“ sich 
 22 
aber untereinander nicht. Die Brennpunkte, an denen anschließend die meisten 
Sondenmoleküle zu finden sind, lassen sich direkt in ein Ph4-Modell übersetzen. 
Nachteil strukturbasierter Methoden ist im Allgemeinen, dass dynamische 
Konformationsänderungen des Rezeptors, ein sog. induced-fit, nicht oder nur sehr 
eingeschränkt berücksichtigt werden können. 
 
Ligandenbasierte Ph4-Modellierung: Wird ein Ph4-Modell von einem Ensemble 
analog bindender Liganden abgeleitet statt von einer Proteinstruktur, so spricht man 
von einem ligandenbasierten Modell. 1979 wurde von G. H. MARSHALL et al. der sog. 
active analog approach vorgestellt.[58] Hierbei werden zunächst jedem Molekül in einer 
Datenbank entsprechende Ph4-Deskriptoren zugewiesen, anschließend führt man für 
den ersten Eintrag der Datenbank eine detaillierte Konformationsanalyse durch. 
Gleichzeitig werden die Abstände der Ph4-Eigenschaften gespeichert und alle 
weiteren Moleküle der Datenbank werden auf diese Referenzgeometrie bezogen. 
Besitzen die Moleküle unterschiedliche konformationelle Freiheitsgrade in 
verschiedenen Bereichen ihrer Gerüste, so bleiben am Ende nur sehr wenige 
Ph4-Hypothesen übrig, die von allen Verbindungen der Datenbank erfüllt werden. 
Entscheidend für die Effizienz dieser Methode sind die Wahl des richtigen 
Startmoleküls sowie das Auffinden von Konformationen, die dem gebundenen 
Zustand möglichst exakt entsprechen. Die in dieser Arbeit verwendete Methode (siehe 
Abschnitt 3.5) unterscheidet sich insofern vom active analog approach, als dass 
diejenigen Ph4-Hypothesen gesucht werden, die von möglichst vielen aktiven 
Verbindungen erfüllt werden. Die Reihenfolge der Moleküle in der 
Eingangsdatenbank ist somit unerheblich. Da die Zahl an möglichen Ph4-Modellen 
aktiver Verbindungen, je nach Größe des betrachteten konformationellen Raumes, 
gegen unendlich geht, wird ein baumartiger Algorithmus angewendet, der größere 
Pharmakophore aus kleineren ableitet (Abbildung 14). Auf diese Weise verhindert 
man eine drohende kombinatorische Explosion und erhält dennoch einen ausreichend 
vollständigen Satz an komplexen Ph4-Hypothesen.  
Neben der Erzeugung von Ph4-Modellen spielt deren anschließende Bewertung eine 
entscheidende Rolle. Eine Möglichkeit des Scorings beruht auf der Annahme, dass sich 
alle aktiven Moleküle möglichst gut an einem plausiblen Ph4 ausrichten lassen 
müssen. Eine solche Ausrichtung und deren anschließende Bewertung kann 
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Abbildung 14: Baumartiger Algorithmus für die systematische Suche nach komplexen Pharmakophorhypothesen. 
Ausgehend von einer Datenbank analog bindender, aktiver Moleküle (dem sog. Trainings-Set) wird eine detaillierte 
Konformationssuche durchgeführt. Für jede plausible Konformation werden anschließend alle Deskriptorpaare 
gesucht und als 2-Pkt.-Hypothesen abgespeichert. Im zweiten Schritt werden alle 3-Pkt.-Hypothesen gesucht, 
jedoch nur diejenigen abgespeichert, die aus den bekannten 2-Pkt-Hypothesen aufgebaut werden können. Nach 
4-Pkt.-Hypothesen wird ebenfalls systematisch gesucht, wobei diese die bekannten 3-Pkt.-Hypothesen beinhalten 
müssen. Komplexere Pharmakophormodelle mit fünf oder mehr Deskriptoren werden aus diesem Satz kleinerer 
Pharmakophore erstellt. Nach jedem Schritt werden die erhaltenen Pharmakophormodelle gegen das Trainings-Set 
validiert und nur diejenigen im Folgeschritt verwendet, die von allen aktiven Verbindungen erfüllt werden. 
Modifizierte Abbildung nach einer Vorlage aus dem Handbuch der Software MOE2014.09.[60] 
 
Häufig werden Ph4-Modelle genutzt, um Datenbanken schnell und effizient nach 
neuen Leitstrukturen zu durchsuchen. Für eine solche Anwendung ist die Fähigkeit 
des Modells, mutmaßlich aktive von mutmaßlich inaktiven Verbindungen zu 
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unterscheiden, essentiell. Um diese Treffsicherheit der Ph4-Hypothesen zu 
überprüfen, validiert man sie gegen ein Set aus bekanntermaßen aktiven und 
bekanntermaßen inaktiven Verbindungen mit ähnlicher Molekülstruktur.  
 
1.2.2 Quantitative Struktur/Aktivitäts-Beziehung (QSAR) 
 
Unter einer Struktur/Aktivitäts-Beziehung (SAR) versteht man nach IUPAC die 
Abhängigkeit der biologischen Aktivität eines Moleküls von dessen dreidimensionaler 
Struktur.[61] Die Analyse der SAR ermöglicht demnach die Identifizierung struktureller 
Merkmale eines Ensembles von Molekülen, die verantwortlich für eine bestimmte 
Wirkung in einem Organismus sind. Eine Möglichkeit der SAR-Analyse bietet die in 
Abschnitt 1.2.1 vorgestellte Pharmakophor-Modellierung. Die zugrunde liegende 
Annahme aller Formen der SAR-Analyse ist, dass ähnliche Moleküle eine ähnliche 
Aktivität besitzen müssen. Die Definition dieser „Ähnlichkeit“ ist jedoch nicht trivial. 
Sich im Hinblick auf Struktur und Pharmakophordeskriptoren ähnelnde Moleküle 
können dennoch dramatisch unterschiedliche biologische Aktivitäten besitzen. 
Beispielhaft hierfür sind die in Abschnitt 1.1.4 erwähnten Proteasominhibitoren 
Bortezomib 5 und dessen Aldehydanalogon 6. Sie unterscheiden sich lediglich in ihrer 
elektrophilen Kopfgruppe und weisen dennoch um mehrere Zehnerpotenzen 
verschiedene IC50-Werte gegenüber der 5-Untereinheit auf. Um Wirkstoffe 
hinsichtlich metabolischer, toxikologischer und verschiedenster physikochemischer 
Eigenschaften zu optimieren, ohne dabei deren biologische Aktivität zu verlieren, ist 
daher die Kenntnis von Molekülfragmenten und funktionellen Gruppen entscheidend, 
die eine sogenannte Bioisosterie aufweisen – in biologischen Systemen also eine 
ähnliche Wirkung zeigen.[62, 63]  
Die quantitative Beschreibung der SAR mittels eines mathematischen Modells wird 
quantitative Struktur/Aktivitäts-Beziehung (QSAR) genannt und gibt die Aktivität 
gegenüber einem bestimmten Zielprotein als eine Funktion physikochemischer oder 
struktureller Deskriptoren wieder. Die analysierten Substanzen sollten hierbei aus 
einer chemisch einheitlichen Serie stammen und ihre Aktivität muss durch Modulation 
eines identischen biologischen Zielmoleküls sowie einem ähnlichen Wirkmechanismus 
herrühren. Setzt man den Begriff „Aktivität“ mit dem Begriff „Reaktivität“ gleich, so 
lassen sich mit Hilfe von QSAR-Methoden mathematische Modelle zur Vorhersage 
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verschiedenster physikochemischer Eigenschaften aus Molekülstrukturen ableiten. 
Bereits 1937 publizierte L. P. HAMMETT eine Beziehung zwischen den elektronischen 
Eigenschaften von Substituenten und der Reaktivität aromatischer Verbindungen.[64] 
Durch experimentelle Bestimmung der Dissoziationskonstanten substituierter 
Benzoesäurederivate war er in der Lage, die sog. HAMMETT-Gleichung (Gleichung 1) 
aufzustellen: 
 
ρ ∗ σ = log (
KX
KH
)         
Gleichung 1: HAMMETT-Gleichung. = Reaktionskonstante,  = Hammett-Konstante, KX = Gleichgewichtskonstante 
für substituierten Aromaten, KH = Gleichgewichtskonstante für unsubstituierten Aromaten.
[64]  
    
Während die HAMMETT-Konstante  unabhängig von der betrachteten Reaktion ist und 
nur von der elektronischen Struktur des Substituenten X abhängt, muss die 
Reaktionskonstante  für jede Reaktionsart experimentell bestimmt und angepasst 
werden. Auf diese Weise konnte die Allgemeingültigkeit der HAMMETT-Gleichung 
anhand von 38 verschiedenen Reaktionen bereits in der Originalpublikation verifiziert 
werden.[64]  
Erwähnenswert ist an dieser Stelle, dass ein Verhältnis von Gleichgewichtskonstanten 
einem Verhältnis von freien Reaktionsenthalpien äquivalent ist. Die HAMMETT-
Gleichung ist somit eine der ersten und vermutlich die bekannteste lineare Freie-
Enthalpie-Beziehung (LFER). Insbesondere die Beeinflussung der Elektronendichte 
eines Heteroatoms an einem aromatischen System kann dessen Fähigkeit, H-Brücken 
auszubilden, deutlich verändern, weshalb die Anwendung der HAMMETT-Konstante  
als elektronischer Parameter in QSAR-Modellen äußerst gebräuchlich ist. Mit Hilfe 
quantenchemischer ab initio-Berechnungen konnten die zunächst nur empirisch 
ermittelten Zusammenhänge zudem theoretisch untermauert werden.[65]   
 
1.2.3 Kovalentes Docking 
 
Durch molekulares Docking, genauer Protein/Ligand-Docking, werden nieder-
molekulare Wirkstoffkandidaten computerbasiert in die Bindungstasche eines 
Zielproteins eingepasst (Abbildung 15). Ausgangspunkt dieser strukturbasierten 




Abbildung 15: Schema einer typischen Dockingsimulation. (A) Benötigt werden die 3D-Struktur des 
Rezeptorproteins und ein Ensemble von Ligandenkonformationen, welches entweder während des Dockings 
erzeugt oder durch eine detaillierte Konformationsanalyse erhalten wurde. (B) Während des sog. Placements 
werden die Ligandenkonformationen mittels spezieller Algorithmen in dem aktiven Zentrum platziert. Dies kann 
auch anhand vorher erstellter Pharmakophormodelle oder wissensbasierter Häufigkeitsverteilungen geschehen. (C) 
Die Identifizierung eines möglichst plausiblen (near native) Bindungsmodus erfolgt meist mittels kraftfeldbasierter, 
wissensbasierter oder empirischer Scoring-Funktionen.   
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des aktiven Zentrums sowie ein Konformationsensemble des Liganden.[66, 67] Da der 
konformationelle Raum innerhalb eines aktiven Zentrums für gewöhnlich sehr 
eingeschränkt ist, bieten sich für eine Konformationsanalyse hierbei besonders 
wissens- oder pharmakophorbasierte Ansätze an. Die Dockingsoftware ermittelt 
anschließend plausible Bindungsgeometrien, indem sie die vorgegebenen 
Konformationen anhand geeigneter Algorithmen in der Bindungstasche platziert 
(engl.: placement). Ist für das aktive Zentrum bzw. die jeweilige Ligandenklasse ein 
Pharmakophormodell bekannt, so sollte dieses möglichst schon während des 
Placements, spätestens aber zum Eliminieren ungünstiger Bindungsgeometrien, in die 
Berechnungen einfließen. Essenziell für den Erfolg einer Dockingsimulation ist die 
korrekte Bewertung der erzeugten Bindungshypothesen. Es gilt, mittels geeigneter 
Verfahren, aus einer Vielzahl geometrisch möglicher Bindungsmodi diejenigen 
herauszufiltern, die eine plausible, dem Experiment entsprechende Lösung abgeben. 
Dockingstudien werden für gewöhnlich an sehr vielen Liganden durchgeführt; 
verwendete Scoring-Funktionen müssen also nicht nur möglichst akkurate, sondern 
vor allem schnelle Abschätzungen für die freie Enthalpie G der Ligandenbindung 
liefern. Regressionsbasierte Scoring-Funktionen basieren auf einer Linearkombination 
von Enthalpie- und Entropiebeiträgen, die anhand eines Referenzdatensatzes 
empirisch ermittelt wurden. Das Vorgehen erinnert sehr stark an das Aufstellen einer 
QSAR-Gleichung (siehe Abschnitt 1.2.2). Beispielhaft hierfür ist die in dieser Arbeit 
häufig verwendete Scoring-Funktion London dG (Gleichung 2). 
 




+  ∑ ∆D
Desolv.
 
Gleichung 2: Die Scoring-Funktion London dG. G = Freie Bindungsenthalpie, c = Änderung der Rotations-
/Translationsentropie, Eflex = Energieänderung durch Flexibilitätsverlust, cHBfHB = Energieänderung durch H-Brücken, 
cMfM = Energieänderung durch Ligand/Metall-Kontakte (falls vorhanden), D = Energieänderung durch 
Desolvatationseffekte.[60] 
 
Sie besteht aus einer Summe von Termen, wobei c für den Gewinn/Verlust an 
Rotations-/Translationsentropie steht, Eflex für die Energieänderung aufgrund von 
Flexibilitätsverlusten, cHB für den Energiegewinn durch H-Brücken (mit dem Faktor fHB 
zur Erfassung von Abweichungen vom idealen Verhalten), cM für den Energiegewinn 
durch eventuelle Ligand/Metall-Wechselwirkungen (mit dem Faktor fM zur Erfassung 
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von Abweichungen vom idealen Verhalten) und ΔD für die Änderung der freien 
Enthalpie aufgrund von Desolvatationseffekten.[60] Kraftfeldbasierte Scoring-
Funktionen berechnen Enthalpiebeiträge über eine Kraftfeldgleichung und nähern 
entropische Anteile an der freien Bindungsenthalpie meist über einen Zusatzterm an. 
Für die Erfassung von Entropiebeiträgen zur freien Bindungsenthalpie, insbesondere 
den Entropiegewinn durch Verdrängung gebundenen Wassers aus dem aktiven 
Zentrum, ist bis heute noch keine wirklich überzeugende Lösung gefunden worden.[40] 
Aus diesem Grund liefern wissensbasierte Scoring-Funktionen oft wesentlich genauere 
Ergebnisse im Hinblick auf korrekt vorhergesagte Bindungsmodi. Sie sind nicht auf 
eine explizite Berechnung der freien Bindungsenthalpie angewiesen: Die ihnen 
zugrunde liegenden statistischen Potentiale entsprechen bereits Bindungsgeometrien 
realer Protein/Ligand-Komplexe.[49] 
Heute stehen für Dockingsimulationen eine Vielzahl kommerzieller und kostenloser 
Softwarelösungen zur Verfügung.[66] Die Zahl derer, die mit einer kovalenten Bindung 
zwischen Ligand und Rezeptor umgehen können, ist jedoch weitaus geringer.[68] Dies 
ist zum einen auf ein in der Vergangenheit eher geringes Interesse an kovalent-
bindenden Wirkstoffen zurückzuführen, welches erst in den letzten Jahren deutlich 
gestiegen ist.[69] Zum anderen gibt es technische Unterschiede bezüglich der 
Ligandenvorbereitung, des Placements und des Scorings, für die sich verhältnismäßig 
langsam neue Methoden etablieren. Die Ligandenvorbereitung gestaltet sich insofern 
schwieriger, als dass sich aufgrund einer kovalenten Bindung der nukleophilen 
Seitenkette des Rezeptors mit der elektrophilen Kopfgruppe eines Liganden deren 
Konstitution und Geometrie ändert. Zahlreiche Beispiele hierfür finden sich in 
Abschnitt 1.1.4. Um ein kovalentes Docking automatisiert durchführen zu können, 
muss die Software die elektrophile Kopfgruppe eines Liganden erkennen und sie 
daraufhin über den entsprechenden Bindungsmechanismus in die korrespondierende 
gebundene Geometrie überführen. Viele elektrophile Kopfgruppen sind zudem 
prochiral – durch den Angriff des Nukleophils bilden sich also häufig zwei oder mehr 
Stereoisomere –, was ebenfalls berücksichtigt werden muss. Für die Platzierung eines 
kovalent gebundenen Liganden im aktiven Zentrum gibt es bereits mehrere literatur-
bekannte Ansätze. In der Software GOLD beispielsweise wird ein Ankeratom definiert, 
das sowohl Teil des Liganden, als auch Teil des Rezeptors ist und dessen Position 
während des Dockings fixiert bleibt.[70] Für diese Software wurde von SCHRÖDER et al. 
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eine automatische Ligandenvorbereitung entwickelt, was die Methode – als eine der 
wenigen – für virtuelle Screenings größerer Ligandenbibliotheken nutzbar macht.[71] 
Die beiden aktuellsten Methoden sind CovDock[72], welches auf der Softwareplattform 
Schrödinger beruht, und DOCKovalent[73], welches den Dockingalgorithmus von 
DOCK3.6[74] nutzt. Das Besondere an CovDock ist die realitätsnahe  Grundhypothese, 
dass vor einer kovalenten Reaktion zunächst ein energetisch günstiger ungebundener 
Zustand vorliegen muss. Diese Hypothese erhält Einzug in den Dockingalgorithmus, 
indem zunächst ein klassisches nichtkovalentes Docking durchgeführt wird. Um eine 
sterische Abstoßung zu vermeiden, wird hierbei die nukleophile Seitenkette gegen 
Alanin ausgetauscht. Erst anschließend wird die kovalente Bindung virtuell gebildet 
und die vorher erzeugten Bindungsmodi werden optimiert. Die zusätzliche Annahme, 
dass sich die ungebundenen Bindungsgeometrien durch Ausbildung der kovalenten 
Bindung nur marginal verändern, ist jedoch in vielen Fällen die Schwachstelle von 
CovDock. Kommt es hierbei beispielsweise zu einer Unterbrechung konjugierter 
Systeme, einer Ringöffnung oder Eliminierung einer Abgangsgruppe, so führt diese 
Annahme zu absehbaren Komplikationen.  
Eines der wenigen Programme, das versucht, die Bindungsenergie der kovalenten 
Bindung explizit anzunähern, ist CovalentDock.[75] Die Entwickler nutzen hierfür das 
MORSE-Potential mit quantenchemisch berechneten Parametern für die beiden 
untersuchten Bindungsmechanismen: Michael-Akzeptor bindet an Cystein und 
-Lactam bindet an Serin.[76] Elektronische Einflüsse des Liganden auf die 
Elektrophilie seiner Kopfgruppe bleiben unberücksichtigt. Hier werden die Probleme 
des Scorings kovalenter Liganden deutlich. Der energetische Beitrag der kovalenten 
Bindungsbildung ist so enorm, dass man ihn nicht vernachlässigen sollte. Andererseits 
ist es bei einem dockingbasierten virtuellen Screening wichtig, Ligandenbibliotheken 
mit einer großen Bandbreite elektrophiler Kopfgruppen erfassen zu können, was eine 
vorherige Parametrisierung erschwert. Zudem hängt die Elektrophilie der Kopfgruppe 
vom Rest des Ligandenmoleküls ab, was nur durch zeitintensive quantenchemische 
Rechnungen zu erfassen wäre. Diese Problematiken sind bislang nicht 
zufriedenstellend gelöst worden, weshalb die meisten Programme den Energiebeitrag 
der kovalenten Bindung schlicht ignorieren oder ihn durch einen Standardwert 
ersetzen. Bei der Interpretation der Dockingergebnisse, insbesondere beim Vergleich 
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von Liganden mit verschiedenen Kopfgruppen, muss dieser Umstand berücksichtigt 
werden. 
 
1.3 Die ALZHEIMER-Demenz 
 
„Ich beginne jetzt eine Reise, die mich in den Sonnenuntergang meines Lebens führt.“ 
– Mit diesen Worten wandte sich der ehemalige US-Präsident und frühere 
Schauspieler R. REAGAN 1994 an die amerikanische Nation, um die kürzlich bei ihm 
diagnostizierte Demenzerkrankung Morbus ALZHEIMER ins Licht der Öffentlichkeit zu 
bringen.[77] Auf dieser beängstigenden Reise verlieren die Betroffenen nach und nach 
ihr Gedächtnis und jegliche kognitive Fähigkeiten. Gemütsschwankungen bis hin zum 
vollkommenen Schwinden der eigenen Persönlichkeit charakterisieren den Verlauf 
dieser unheilbaren Krankheit. Durch den fortschreitenden Verlust an Nervenzellen 
vermindert sich das Volumen der Gehirnregionen, die für die Informations-
verarbeitung und das Gedächtnis verantwortlich sind (Gehirn-Atrophie). 
1906 beschrieb der Psychiater und Neuropathologe A. ALZHEIMER in seiner Schrift 
„Über eine eigenartige Erkrankung der Hirnrinde“ erstmals den Verlauf der Krankheit 
anhand seiner Patientin A. DETER. Heute, über ein Jahrhundert später, ist die 
ALZHEIMER-Demenz (AD) eines der wichtigsten Themen neurowissenschaftlicher 
Forschung. Mit zunehmender Lebenserwartung steigt das Risiko, an einer Demenz wie 
Morbus ALZHEIMER zu erkranken. Bei den 40- bis 64-Jährigen sind Demenzen sehr 
selten; die Erkrankungsrate liegt hier bei weniger als 0,1 Prozent. Das entspricht rund 
20.000 Menschen in Deutschland. Ab diesem Alter steigt die Erkrankungsrate steil an. 
Als Faustregel kann gelten: Alle fünf Lebensjahre verdoppelt sich die Prävalenz. Sie 
liegt bei den 65- bis 69-Jährigen bei rund 1% und klettert bei den über 90-Jährigen, je 
nach Studie, auf 28 bis 40%.[78]  
Die eigentliche Ursache der AD ist trotz aller Fortschritte in der Forschung noch 
immer unbekannt.[79] Es wird vermutet, dass die charakteristischen Protein-
ablagerungen im Gehirn für die Zerstörung des neuronalen Gewebes ursächlich 
verantwortlich sind. Es wird dabei zwischen den intrazellulären neurofibrillären 
Bündeln (NFTs) und den extrazellulären amyloiden Plaques (APs) unterschieden, 
welche damals wie heute die Grundlage für die histologische post mortem-Diagnose 
der AD bilden.[80]  
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1.3.1 Die Amyloid-Hypothese 
 
Die Akkumulation der APs im Gehirn beginnt schon 10-15 Jahre vor dem Auftreten 
erster Symptome und ist kein verlässlicher Marker dafür, ob ein Mensch im Laufe 
seines Lebens an Morbus ALZHEIMER erkrankt.[81] Dennoch wird die Amyloid-
Hypothese, nach der die Bildung von APs als ursächlich für die Entwicklung von AD 
betrachtet wird, von der Mehrheit der Experten unterstützt. Die Ausbreitung der APs 
in verschiedenen Gehirnregionen verläuft über vier Phasen.[82] Zunächst treten sie im 
temporalen basalen Neocortex auf und breiten sich später auf die entorhinale Region 
und den mittleren Temporallappen aus, bis sie schließlich auch im Hippocampus, im 
Hirnstamm und im Kleinhirn zu finden sind. 
 
 
Abbildung 16: Schematische Abbildung der APP-Prozessierung. Auf dem nicht amyloidogenen Weg (grün) wird 
APP zunächst von der -Sekretase geschnitten, woraufhin das N-terminale Fragment sAPP abgespalten wird. Auf 
dem amyloidogenen Weg (rot) wird APP von der -Sekretase in das N-terminale Fragment sAPP und den 
C-terminalen Transmembranteil C99 gespalten. Dieser wiederum wird von der -Sekretase zu AICD und dem 
A-Peptid umgesetzt. Modifizierte Abbildung nach LAFERLA et al.[83] 
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Die APs bestehen hauptsächlich aus dem Amyloid--Peptid (A). A wird aus dem 
Amyloid-Vorläufer-Protein (APP) durch das Zusammenspiel verschiedener Aspartyl-
proteasen gebildet. Bei gesunden Menschen liegt der Anteil der „gutartigen“ nicht-
amyloidogenen APP-Prozessierung bei über 90%. Die amyloidogene Prozessierung, 
welche auf einen gestörten APP-Metabolismus zurückzuführen ist, setzt sich aus zwei 
aufeinanderfolgenden Schritten zusammen (Abbildung 16). APP wird zunächst von 
der  -Sekretase geschnitten. Dabei entstehen auf der Seite des N-Terminus des APP 
ein lösliches Fragment namens sAPP und ein membrangebundenes 99-Aminosäuren-
langes Fragment C99 auf der Seite des C-Terminus. Die Spaltung durch die 
𝛾-Sekretase bildet nun unterschiedlich lange A-Peptide, von denen das 
42-Aminosäuren-lange Aß42 am effektivsten aggregiert und somit am toxischsten 
ist.[83]  
 
1.3.2 Die Tau-Hypothese 
 
Das Auftreten der intrazellulären NFTs korreliert wesentlich besser mit den ersten 
kognitiven Symptomen der Krankheit, als es beim Vorhandensein von APs der Fall 
ist.[81] NFTs bestehen aus einer hyperphosphorylierten Form des Tau-Proteins, dessen 
sechs Isoformen in gesunden Neuronen für die Stabilisierung axonaler Mikrotubuli 
durch Interaktion mit Tubulin verantwortlich sind.[84]  
 
 
Abbildung 17: Schematischer Mechanismus der NFT-Bildung. Durch Hyperphosphorylierung verliert das Tau-Protein 
seine Affinität zu den Mikrotubuli und ist nicht weiter in der Lage sie zu stabilisieren. Dies führt zu ihrer 
Depolymerisation. Das Tau-Protein liegt zunächst als hyperphosphoryliertes lösliches Tau vor und bildet aufgrund 
seiner Agglomerationsneigung in einem ersten Schritt paarige helikale Filamente (PHFs), welche im Anschluss 
weiter koagulieren und die größeren unlöslichen Neurofibrillenbündel (NFTs) bilden. Modifizierte Abbildung nach 
MAZANETZ et al.[85] 
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Eine Vielzahl an Kinasen wurde bisher mit der Hyperphosphorylierung von Tau in 
Verbindung gebracht, darunter die Glykogen-Synthase-Kinase 3GSK3, die cyklin-
abhängige Kinase 5 (CDK5), die extrazelluläre signalregulierte Kinase 2 (ERK2) und 
die dual specificity tyrosine-phosphorylation-regulated kinase 1A  (DYRK1A).[85, 86] 
Durch die Hyperphosphorylierung kommt es durch Störung der Wechselwirkungen 
zwischen Tau und den Mikrotubuli zu einer Ablösung von zunächst löslichen Tau-
Proteinen, wodurch die Mikrotubuli destabilisiert werden und teilweise 
depolymerisieren (Abbildung 17). Hyperphosphoryliertes Tau neigt stark zur 
Selbstagglomeration, was zunächst zu Ablagerungen in Form paariger helikaler 
Filamente (PHFs) und im weiteren Verlauf zu den größeren unlöslichen NFTs führt. 
Der Verlust der Mikrotubuli zusammen mit der Ablagerung großer Mengen NFTs im 
Gehirn führt zu einem gestörten axonalen Transport und somit zum Absterben der 
Nervenzellen.[85]  
 
1.3.3 Diagnose durch Fluoreszenz-Imaging 
 
Ebenso essentiell wie die Entwicklung von Therapiemöglichkeiten ist die Entwicklung 
von kostengünstigen, einfach durchzuführenden und zuverlässigen Diagnoseverfahren 
für die AD in einem möglichst frühen Stadium des Krankheitsverlaufs. Es ist dabei 
entscheidend herauszufinden, ob eine etwaige Gedächtnisstörung beispielsweise auf 
einen Tumor, eine Durchblutungsstörung oder eine Art der Demenz zurückzuführen 
ist. In den letzten Jahren wurden Ärzten mit neuen psychometrischen Verfahren 
effektive Werkzeuge an die Hand gegeben. Beispielsweise der von Wissenschaftlern 
am Max-Planck-Institut für neurologische Forschung in Köln entwickelte Rapid 
Dementia Screening Test (RDST).[87] Er besteht aus zwei Aufgaben: Zum einen aus 
einer "Wortgenerierungsaufgabe", bei der in einer Minute möglichst viele Wörter zu 
einem vorgegebenen Oberbegriff genannt werden müssen, und zum anderen aus einer 
"Zahlentranskodierungsaufgabe", bei der arabische Zahlen in Zahlwörter – wie beim 
Schreiben eines Schecks – und umgekehrt Zahlwörter in arabische Zahlen 
umgewandelt werden müssen. In einer Studie mit 490 Probanden konnten mit dem 
RDST von den Patienten mit leichter bis mittelgradiger Demenz 80% korrekt 
klassifiziert werden, während es mit herkömmlichen Klassifizierungen nach ICD-10 
nur etwa 25% sind.  
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Unglücklicherweise geht jedoch den kognitiven Störungen und somit den ersten 
Anzeichen einer Demenz ein oft schon jahrelanger neuronaler Verfall voraus. Deshalb 
ist es von größter Wichtigkeit, Ablagerungen von A und NFTs im Gehirn zu 
detektieren, zu lokalisieren und zu quantifizieren. Dadurch ließen sich schon Stadien 
der AD erkennen, bei denen noch keinerlei oder höchstens sehr leichte 
Beeinträchtigungen der kognitiven Fähigkeiten bemerkbar sind. Darüber hinaus 
würde eine genauere Diagnostik bei der Entwicklung von Therapien helfen, indem 
man deren Erfolg pathologisch verfolgen könnte. Substanzen, die selektiv an APs bzw. 
NFTs binden, liegen deswegen im Fokus wissenschaftlicher Arbeiten. Vor allem zwei 
nicht invasive bildgebende Verfahren wurden in den letzten Jahren zur Lokalisation 
und Quantifizierung dieser Proteinaggregate genutzt: Die Positronen-Emissions-
Tomographie (PET) und die Einzelphotonen-Emissions-Computertomographie 
(SPECT).[88, 89] Beiden Verfahren liegt zugrunde, dass sie radioaktiv markierte 
Substanzen im Gewebe sichtbar machen. Jedoch sind sie apparativ aufwendig, teuer 
und wegen der Strahlenbelastung für eine vorsorgliche, verdachtsunabhängige 
Diagnose ungeeignet.  
Große Hoffnung wird auf die Anwendung der Fluoreszenz- und Zwei-Photonen-
Fluoreszenz-Mikroskopie als bildgebende Methoden in der AD-Diagnostik gesetzt. 
Sowohl AP- als auch NFT-Ablagerungen konnten in der murinen und menschlichen 
Retina nachgewiesen werden, was völlig neue Möglichkeiten der optischen 
Bildgebung ermöglicht.[90-92] Bei der Fluoreszenz handelt es sich um einen 
photophysikalischen Prozess, bei dem der Fluorophor Energie in Form 
elektromagnetischer Strahlung absorbiert und dadurch in einen elektronisch 
angeregten Zustand überführt wird (Abbildung 18A). Im Falle der Zwei-Photonen-
Fluoreszenz wird dies durch gleichzeitige Anregung mit zwei Photonen halber Energie 
erreicht. Anschließend wird ein Teil der Anregungsenergie strahlungsfrei an die 
Umgebung abgegeben, bis der Schwingungsgrundzustand des elektronisch angeregten 
Zustands erreicht ist. Die Rückkehr in den elektronischen Grundzustand erfolgt durch 
Emission der frei werdenden Energie in Form elektromagnetischer Strahlung höherer 
Wellenlänge. Zu Ehren des Entdeckers der Fluoreszenz – G. STOKES – nennt man die 
Wellenlängendifferenz zwischen Anregung und Emission auch STOKES-
Verschiebung.[93]   
 




Abbildung 18: (A) Schematische Darstellung der Fluoreszenz. Durch Absorption elektromagnetischer Strahlung 
wird der Fluorophor vom elektronischen Grundzustand (S0) in den ersten angeregten elektronischen Zustand (S1) 
angeregt. Hier befindet er sich zunächst in demjenigen vibratorisch angeregten Zustand, welcher durch maximale 
Überlappung seiner Wellenfunktion mit der des Ausgangszustandes gekennzeichnet ist (FRANCK-CONDON-Prinzip). 
Über strahlungslose Übergänge wird Wärmeenergie frei, bis sich der Fluorophor im vibratorischen Grundzustand 
( = 0) befindet. Von dort aus relaxiert der Fluorophor in den elektronischen Grundzustand (S0) unter Emission 
elektromagnetischer Strahlung geringerer Energie. (B) Bekannte Fluorophore mit Angabe der jeweiligen 
Absorptions/Emissions-Wellenlängen.[94, 95]  Modifizierte Abbildung nach ATKINS et al.[96] 
 
Selektiv an APs und NFTs bindende Fluoreszenzsonden stellen somit einen 
vielversprechenden neuen Ansatz für die Alzheimer-Diagnostik in vivo über eine 
Retinauntersuchung dar. Mittels eines sog. konfokalen Laser-Raster-Ophthalmoskops 
ist es möglich, die Fluoreszenz der Sonden bei verschiedenen Wellenlängen 
anzuregen, die Emission zu detektieren, und somit ein kostengünstiges und schnelles 
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in vivo-Imaging zu erreichen.[97] Es bestehen dabei essentielle Anforderungen an die 
Fluoreszenzsonden. Sie sollten die Blut-Hirn-Schranke überwinden können, damit sie 
nicht direkt in den Glaskörper des Auges injiziert werden müssen, nach dem Färben 
möglichst schnell wieder aus dem Gewebe abtransportiert werden, eine geringe 
Hintergrundfluoreszenz erzeugen und atoxisch sein. Darüber hinaus sind 
Quantenausbeute, STOKES-Verschiebung, Photobleaching-Verhalten und Löslichkeit für 
die Eignung eines Fluorophors entscheidend. Damit Fluoreszenzerscheinungen der 
Sonde nicht überstrahlt werden, sind sog. Anregungsfilter im Einsatz, die  
langwelliges Licht möglichst vollständig eliminieren. Durch geschickte Wahl des 
Filters können maximale Signal/Rausch-Verhältnisse erreicht werden. Zu den 
klassischen Filtern gehört beispielsweise DAPI, dessen Durchlässigkeit auf die 
Anregung des 4‘,6-Diamidino-2-phenylindols 10 optimiert wurde (Abbildung 18B). 
Weitere niedermolekulare Fluorophore sind Fluorescein 11 und 7-Amino-4-
methylcoumarin (AMC) 12. Letzteres kann peptidisch an den C-Terminus spezifischer 
Enzymsubstrate gebunden werden, um in Protease-Assays eingesetzt zu werden. In 
gebundenem Zustand wird die Fluoreszenz des AMC 12-Fragments ausgelöscht und 
erst nach hydrolytischer Spaltung fluoreszierendes AMC 12 freigesetzt. Dies ist die 
übliche Methode zur Bestimmung der proteasomalen Restaktivität nach Zugabe eines 
Inhibitors, um dessen IC50-Wert zu ermitteln. Eine für die AD-Diagnostik etablierte 
Fluoreszenzsonde ist Methoxy-XO4 13. Dieses, von Kongorot und Chrysamin G 
abgeleitete, biphenylische Distyrylbenzolderivat färbt selektiv NFTs und APs in 
Hirngewebe.[98] Nachteile von Methoxy-XO4 13 sind dessen sehr langsame Clearence 
und schwache Selektivität gegenüber einer der AD-spezifischen Ablagerungen, was 
eine Optimierung dieser wichtigen Eigenschaften nötig macht. 
 
1.3.4 DYRK1A-Inhibition als potentielle Therapie der AD 
 
Die dual specificity tyrosine-phosphorylation-regulated kinase 1A (DYRK1A) gehört zur 
Gruppe der eukaryotischen CMCG-Kinasen, zu der auch die Glykogen-Synthase-
Kinasen 3 (GSK3), die mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK), die Cdc2-
ähnlichen Kinasen (CLK) und die cyclinabhängigen Kinasen (CDK) gehören.[99, 100] Die 
DYRK-Kinasen sind nach ihrer Fähigkeit benannt, direkt nach der Translation eine 
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Autophosphorylierung an Tyr321 durchzuführen und sich somit selbst in einen 
aktivierten Zustand zu überführen.   
DYRK1A wird mit der Entstehung verschiedener neurodegenerativer Erkrankungen in 
Verbindung gebracht, darunter die PARKINSON-Krankheit, die HUNTINGTON-Krankheit, 
die PICK-Krankheit und die ALZHEIMER-Demenz.[99, 101-103] In einer Studie über den 
genetischen Einfluss des Chromosoms 21 auf die Pathogenese der AD, an der 
insgesamt 374 AD-Patienten und eine ebenso große Kontrollgruppe teilnahmen, 
konnte das DYRK1A-Gen als der genetische Risikofaktor mit der größten Signifikanz 
identifiziert werden.[104]  
2001 wurde von WOODS et al. erstmals die Bildung von NFTs mit DYRK1A in 
Zusammenhang gebracht: Die Phosphorylierung von Thr21 des Tau-Proteins war der 
Auslöser für eine Hyperphosphorylierung durch GSK3.[105] Zunächst wurden drei 
Phosphorylierungsstellen an Tau erkannt, die von DYRK1A direkt modifiziert werden: 
Ser202, Thr212 und Ser404. Mittlerweile wurde nachgewiesen, dass es mindestens elf 
solcher Serin- und Threoninreste im Tau-Protein gibt.[86, 106] Durch Phosphorylierung 
des alternative splicing factor (ASF) wird dessen Fähigkeit zur Regulation des Tau-
Splicings deaktiviert, was zusätzlich eine Aggregation zu NFTs erleichtert.[107] 
DYRK1A spielt ebenfalls eine Rolle im APP-Metabolismus und somit bei der Bildung 
amyloider Plaques. Es konnte eine Korrelation zwischen erhöhter DYRK1A-induzierter 
Phosphorylierung von APP und A-Leveln beobachtet werden.[108] Außerdem ist 
DYRK1A in der Lage die Aktivität der -Sekretase durch Phosphorylierung ihrer 
Untereinheit PS1 zu erhöhen, was ebenfalls zu einer Erhöhung des A42-Level und 
somit zu einer vermehrten Bildung von APs führt.[109] Da DYRK1A sowohl mit der 
Amyloid-Hypothese (siehe Abschnitt 1.3.1) als auch mit der Tau-Hypothese (siehe 
Abschnitt 1.3.2) in Zusammenhang steht, gilt es als vielversprechendes neues Target 
zur Behandlung von Morbus ALZHEIMER. 
Der bislang potenteste und oral verfügbare DYRK1A-Inhibitor ist Harmin 14 
(IC50,DYRK1A = 80 nM), dessen Bindungsmodus 2010 von OGAWA et al. mittels 
Röntgenstrukturanalyse aufgeklärt werden konnte (Abbildung 19A).[110] Während 
Harmin 14 eine hohe Selektivität gegenüber anderen Kinasen aufweist, ist es ein 
potenter Inhibitor der Mono-aminooxidase-A (MAO-A, Ki = 5 nM).
[111-113] Diese Ko-
Inhibition führt zu der Schlussfolgerung, dass Harmin 14 sowohl psychoaktive 
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Nebenwirkungen verursacht als auch die Halbwertszeit psychoaktiver Substanzen im 
Organismus erhöht.  
 
 
Abbildung 19: (A) Harmin 14 im Komplex mit DYRK1A (PDB-ID: 3anq, visualisiert mit MOE2014.09).[110] (B) Struktur 
von Harmin 14. 
 
Sie erklärt außerdem die traditionelle Anwendung eines stark Harmin 14-haltigen 
Gebräus namens Ayahuasca in Teilen des Amazonas-Gebietes. Schamanen nutzen die 
psychoaktiven Effekte des Tranks, um sich in rituelle Trancezustände zu versetzen.[114] 
Ein wichtiges Ziel des rationalen Designs neuer DYRK1A-Inhibitoren muss es sein, die 
Ko-Inhibition von MAO-A zu unterdrücken und dabei die nanomolare inhibitorische 
















Modernes Wirkstoffdesign beruht auf einem interdisziplinären Zusammenspiel von 
computerbasierten, chemisch-synthetischen, physikalischen, biochemischen und 
biologischen Methoden, welches eines zum Ziel hat: Hochaktive und -selektive 
Verbindungen hervorzubringen, die in vivo minimale Nebenwirkungen und optimale 
pharmakokinetische Eigenschaften zeigen. Gerade diese Interdisziplinarität soll sich in 
der vorliegenden Arbeit widerspiegeln, weshalb folgende Ziele definiert wurden: 
 
Optimierung von -Ketophenylamiden als Proteasominhibitoren und 
mechanistische Studie zur enzymatischen Aktivität bei Ligand/Met45-Kontakt. 
In über 30 Jahren Proteasomforschung konnten unzählige Moleküle mit inhibierender 
Wirkung gegenüber dem 20S-Proteasom identifiziert und synthetisiert werden. Der 
weitaus größte Anteil fällt hierbei auf die Klasse der kovalenten Inhibitoren, die durch 
eine elektrophile Kopfgruppe in der Lage sind, eine kovalente Bindung mit dem Thr1 
des aktiven Zentrums einzugehen. In einem systematischen Kopfgruppenvergleich 
konnten STEIN et al. die -Ketophenylamid-Kopfgruppe als am vielversprechendsten 
für die Anwendung als Anti-Tumorwirkstoff identifizieren.[23] Diese Einschätzung 
beruht auf der äußerst hohen inhibitorischen Aktivität gegenüber der ß5-Untereinheit 
bei gleichzeitigem reversiblem Bindungsmodus. Die klinisch etablierten Inhibitoren 
Bortezomib und Carfilzomib sind hingegen (pseudo)-irreversible Binder, was eine 
Penetration und Behandlung von solidem Tumorgewebe ausschließt. In einem 
iterativen Design/Synthese-Prozess soll mit Hilfe von in silico-Methoden, wie 
beispielsweise Docking, QSAR und Simulation der Moleküldynamik, die Leitstruktur 
BSc2189 9 hinsichtlich ihrer Aktivität gegenüber der ß5-Untereinheit optimiert 
werden. Im Anschluss an eine erfolgreiche Optimierung ist die Charakterisierung des 
Bindungsmodus des neuen Wirkstoffes anhand röntgenkristallographischer 
Untersuchungen und Dialyseexperimenten geplant. Weiterhin ist eine mechanistische 
Studie Ziel dieser Arbeit, die Aufschluss über den Einfluss eines Kontaktes des 
Liganden mit der Aminosäure Met45 auf die enzymatische Aktivität der 




Entwicklung einer Methode zum automatisierten Docking kovalenter Liganden 
Eine der meistgenutzten computerbasierten Methoden im Rahmen des 
Wirkstoffdesigns stellt zweifellos das Protein/Ligand-Docking dar. Softwareentwickler 
setzten ihren Fokus in der Vergangenheit nahezu ausschließlich auf die Simulation 
nicht-kovalenter Liganden. Dies hat zur Folge, dass die wenigen Programme, die mit 
einer kovalenten Bindung zwischen Ligand und Rezeptor umgehen können, 
hinsichtlich ihrer Benutzerfreundlichkeit, Rechenintensität, Automatisierung und 
Vielseitigkeit erhöhten Optimierungsbedarf erkennen lassen. Das Softwarepaket 
Molecular Operating Environment (MOE, Chemical Computing Group) stellt eine 
umfangreiche Softwareumgebung für das Wirkstoff- und Proteindesign dar und 
ermöglicht darüber hinaus die Implementierung eigener Programme mit Hilfe der 
MOE-exklusiven Programmiersprache Scientific Vector Language (SVL).[60, 115] Im 
Rahmen dieser Arbeit soll eine Methode zum kovalenten Docking entwickelt werden, 
die keinerlei Restriktionen bezüglich elektrophiler Kopfgruppen oder Rezeptorklassen 
zeigt, benutzerfreundlich und dennoch bei Bedarf leicht modifizierbar ist. Ferner soll 
die Methode mit möglichst wenig Rechenleistung auskommen, automatisiert ablaufen 
und somit virtuelle Screenings größerer Liganden-Datenbanken ermöglichen. 
 
Entwicklung einer optimierten Syntheseroute von Methoxy-X04-basierten 
Fluoreszenzfarbstoffen zur Diagnose der ALZHEIMER-Demenz  
Morbus ALZHEIMER wird durch zwei Proteinablagerungen im Gehirn charakterisiert: 
Die extrazellulären amyloiden Plaques (APs) und die intrazellulären 
Neurofibrillenbündel (NFTs), die auf eine hyperphosphorylierte Form des Tau-
Proteins zurückzuführen sind. Bildgebende, nicht-invasive Verfahren zur 
Identifikation dieser Ablagerungen sind vielversprechende Hilfsmittel, um eine akute 
oder bevorstehende Erkrankung an Morbus Alzheimer sicher diagnostizieren und 
letztlich Therapiemaßnahmen einleiten zu können. Neben den apparativ aufwendigen 
Verfahren, wie der Positronen Emissions- (PET), der Einzelphotonenemissions- 
(SPECT) oder der Computer-Tomographie (CT), ist vor allem die 
Fluoreszenzmikroskopie ein wichtiger Forschungsschwerpunkt, mit deren Hilfe 
pathogene Ablagerungen, beispielsweise in der Retina, zukünftig im Rahmen von 
Vorsorgeuntersuchungen nachgewiesen werden sollen. Da das Vorhandensein von 
APs, im Gegensatz zu NFTs, nicht zwingend mit kognitiven Störungen durch eine 
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bestehende ALZHEIMER-Demenz einhergeht, besteht ein großes Interesse an 
NFT-selektiven Fluoreszenzsonden. Ausgangspunkt für eine Derivatisierungsstudie 
stellt der etablierte Fluoreszenzfarbstoff Methoxy-X04 dar. Im Rahmen dieser Arbeit 
soll eine im Hinblick auf Ausbeute und Syntheseaufwand  optimierte Syntheseroute 
entwickelt und mit ihrer Hilfe eine Vielzahl neuer fluoreszenter Methoxy-X04-Derivate 
mit potentiell erhöhter Selektivität gegenüber einer der genannten pathogenen 
Ablagerungen hergestellt werden. 
 
Untersuchung der Struktur/Aktivitäts-Beziehung (SAR) von -Carbolinen als 
DYRK1A-Inhibitoren und Steigerung der Selektivität gegenüber MAO-A mit Hilfe 
moderner in silico-Methoden.  
Die Kinase dual specificity tyrosine-phosphorylation-regulated kinase 1A (DYRK1A) 
konnte sowohl mit der Amyloid- als auch mit der Tau-Hypothese in Verbindung 
gebracht werden und spielt somit in beiden Erklärungsansätzen der Pathogenese von 
Morbus ALZHEIMER eine wichtige Rolle. Mit Hilfe von computerbasierten Methoden, 
wie Pharmakophor-Modellierung und Protein/Ligand-Docking, soll die 
Struktur/Aktivitäts-Beziehung (SAR) von -Carbolinen als DYRK1A-Inhibitoren 
aufgeklärt und durch ein Zusammenspiel von chemischer Synthese und biologischer 
Evaluation geeigneter Derivate validiert werden. Übergeordnetes Ziel ist es, basierend 
auf den Erkenntnissen der SAR-Untersuchung, -Carbolinderivate mit erhöhter 
Selektivität gegenüber der Mono-aminooxidase-A (MAO-A) zu synthetisieren. Die Ko-
Inhibition von MAO-A ist ursächlich für eine Reihe von erheblichen Nebenwirkungen 
des bislang aktivsten -Carbolin-basierten DYRK1A-Inhibitors Harmin 14.   
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3. Kumulativer Teil 
 
3.1 Optimierung von -Ketophenylamiden als Proteasominhibitoren 
 
Der Inhalt dieses Kapitels wurde bereits veröffentlicht: 
 
Constantin Voss, Christoph Scholz, Sabine Knorr, Philipp Beck, Martin L. Stein, 
Andrea Zall, Ulrike Kuckelkorn, Peter M. Kloetzel, Michael Groll, Kay Hamacher, Boris 
Schmidt, "alpha-Keto Phenylamides as P1'-Extended Proteasome Inhibitors", 
ChemMedChem 2014, 9, 2557-2564. 
Mit freundlicher Genehmigung des Verlags Wiley-VCH. Nummerierungen wie in der Publikation. 
 
Wie in Abschnitt 1.1.4 beschrieben, bieten peptidische -Ketophenylamide aufgrund 
ihres reversiblen Bindungsmodus die Möglichkeit, tiefliegendes Tumorgewebe zu 
penetrieren. Die Ausweitung der Proteasominhibition als Therapiestrategie auf solide 
Tumoren könnte ausschlaggebend für den klinischen Erfolg von Wirkstoffen der 
nächsten Generation sein. -Ketophenylamide verfügen durch den Kontakt mit der 
gestrichenen Seite des Substratbindungskanals zudem über zusätzliche Möglichkeiten, 
Wechselwirkungen mit dem aktiven Zentrum einzugehen und die Selektivität 
gegenüber dem Proteasom zu erhöhen. 
Ausgangspunkt der vorliegenden Wirkstoffoptimierung ist die Leitstruktur BSc2189 5, 
welche über einen unsubstituierten Phenylamidterminus verfügt und bereits eine 
beachtliche Inhibition der ChTL-Aktivität mit einem IC50-Wert von 72 nM zeigt. Aus 
der röntgenkristallographischen Analyse von BSc2189 5 im Komplex mit dem 
Proteasom war bekannt, dass der Phenylring eine nahezu perfekt koplanare 
Ausrichtung bezüglich der Amidbindung einnimmt. Aus dieser Beobachtung folgte die 
Arbeitshypothese, dass die gehinderte Rotation des Phenylrings auf eine Konjugation 
des aromatischen Systems mit der Amidbindung zurückzuführen ist, die 
bekanntermaßen erhöhten sp²-Charakter besitzt. In diesem Fall wäre die Rotation 
schon vor Bindung an das aktive Zentrum gehindert, was zu einer entropisch 
begünstigten Ligandenbindung führt. Um diese Hypothese zu belegen, wurde eine 
quantitative Struktur-Aktivitäts-Beziehung (QSAR) aufgestellt, welche die HAMMETT-
Konstante  als elektronischen Parameter für die Elektronendichte am ipso-
Kohlenstoffatom des Phenylterminus beinhaltet (siehe Abschnitt 1.2.2). Hierzu 
wurden insgesamt vier Derivate von BSc2189 5 synthetisiert: Je zwei mit 
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Elektronendonorgruppe (6b und 6c) und -akzeptorgruppe (6d und 6e) in para-
Position. Die Auftragung der experimentell ermittelten apparenten 
Bindungsaffinitäten (pIC50) gegen die tabellierten HAMMET-Konstanten  zeigte den 
erwarteten linearen Trend, dass eine erhöhte Elektronendichte am ipso-
Kohlenstoffatom zu einer erhöhten inhibitorischen Aktivität gegenüber dem 
Proteasom führt. Diese Beobachtung kann mit einem erhöhten 
Doppelbindungscharakter und einer damit einhergehenden erhöhten Rigidität im 
ungebundenen Zustand begründet werden.  
Eine Optimierung der inhibitorischen Aktivität der Leitstruktur konnte jedoch mit 
keiner der durchgeführten Derivatisierungen erreicht werden. Um dies zu erklären, 
wurden neben den intramolekularen nun auch intermolekulare Wechselwirkungen in 
die Arbeitshypothese aufgenommen. Alle eingefügten para-Substituenten waren 
polarer Natur und in der Lage ein H-Brückennetzwerk mit vorher freiem Wasser im 
inneren Zylinder des 20S-Proteasoms zu bilden, was den entropischen Vorteil der 
Ligandenrigidität überkompensieren würde. Der Fokus richtete sich daraufhin auf 
Methylsubstituenten, die als -Donorgruppen zwar die Elektronendichte des 
aromatischen Systems erhöhen, jedoch keine H-Brücken eingehen können. Den 
größten Einfluss auf die Elektronendichte am ipso-Kohlenstoff besitzen ortho- und 
para-Substituenten, von denen es insgesamt fünf verschiedene Substitutionsmuster 
gibt (2, 4, 2/4, 2/6 und 2/4/6). Um den chemisch-synthetischen Aufwand so gering 
wie möglich zu halten, wurde ein kovalentes Docking der fünf Derivate in das aktive 
Zentrum der 5-Untereinheit durchgeführt. Als vielversprechendstes Derivat wurde 
BSc4999 6a (2,4-Dimethyl) identifiziert und daraufhin synthetisiert.  
Mit Hilfe dieses interdisziplinären Ansatzes aus röntgenkristallographischer 
Untersuchung des Bindungsmodus, Aufstellen einer QSAR-Gleichung, kovalentem 
Protein/Ligand-Docking und einer detaillierten Evaluation mittels biochemischer 
Assaymethoden, konnte mit BSc4999 6a (IC50 = 38 nM) eine signifikante Steigerung 
der inhibitorischen Aktivität mit minimalem Syntheseaufwand erreicht werden. 
Hierbei wurden der reversible Bindungsmodus und die hohe 5-Selektivität der 
Leitstruktur beibehalten und mit Einführung zweier Methylgruppen in der S1‘-Position 
neue Selektivitätskriterien zur möglichen Reduktion unerwünschter Nebenwirkungen, 
wie der Peripheren Neuropathie, eingefügt. 
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Beitrag C. Scholz: Synthese der Derivate 6a-d, Aufstellung der QSAR-Gleichung, 
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3.2 Untersuchung des Einflusses eines Ligand/Met45-Kontaktes auf die 
enzymatische Aktivität des Proteasoms 
 
Der Inhalt dieses Kapitels wird voraussichtlich 2015 zur Veröffentlichung eingereicht: 
 
Christoph Scholz, Constantin Voss, Sabine Knorr, Ulrike Kuckelkorn, Kay Hamacher, 
Peter M. Kloetzel, Boris Schmidt, “Paradigm Caught by a Mouse Trap: 20S 
Proteasome’s 5 Subunit is Not Chymotrypsin-like.” 
 
Röntgenkristallographische Untersuchungen des Proteasoms im Komplex mit 
Inhibitoren geben als Momentaufnahmen nur bedingt Einblicke in die dynamischen 
Prozesse der Ligandenbindung. Man kann zwar an ihnen ablesen, dass es durch 
Bindung von Bortezomib 5 im Vergleich zum nativen Proteasom zu einer 
Konformationsänderung von Met45 kommt und sich die S1-Tasche somit perfekt an 
den P1-Rest des Liganden anpasst, jedoch nicht, ob es während dieses induced-fit zu 
weiteren dynamischen Effekten, wie einer Änderung des H-Brücken-Netzwerkes kurz 
vor der Bindung, kommt. Zu Beginn dieser Arbeit sollte ein solcher dynamischer 
„Mausefallenartiger“ Mechanismus untersucht werden, demzufolge es durch Kontakt 
des P1-Restes eines Liganden („Maus“) mit der Met45-Seitenkette („Köder“) zum 
Auslösen einer kinetischen Aktivierung des nukleophilen Thr1O kommen würde.  
Um diesen postulierten Mechanismus zu untersuchen, wurden verschiedene Ansätze 
verfolgt. Zunächst wurden Derivate des aldehydischen Inhibitors BSc2118 3 mit 
unterschiedlich langen P1-Resten (Methyl, Ethyl und Propyl) synthetisiert und in vitro 
an isoliertem Proteasom auf ihre inhibitorische Aktivität hin untersucht. Hierbei war 
ein deutlicher Sprung in der Aktivität zwischen P1 = Methyl und P1 = Ethyl zu 
erkennen, welcher durch zeitgleich durchgeführte thermodynamische Berechnungen 
der relativen freien Bindungsenthalpien nicht zu erklären war. Der beobachtete Effekt 
musste demnach kinetischer Natur sein und konnte anhand des postulierten induced-
fit-Mechanismus, der augenscheinlich ab einer Länge von P1 = Ethyl ausgelöst wird, 
erklärt werden. Eine Moleküldynamiksimulation über einen Zeitraum von 50 ns (siehe 
Abschnitt 1.2) unterstützte diesen Befund, indem zwei stabile Zustände der Met45-
Seitenkette  identifiziert werden konnten, die als aktivierter und deaktivierter Zustand 
der Mausefalle  interpretiert wurden.  
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Da es sich bei dem postulierten Mechanismus um eine kinetische Aktivierung handelt, 
war der logische Folgeschritt eine kinetische Analyse zur Bestimmung der Parameter 
kcat, KM und Vmax in Abhängigkeit der Länge der P1-Reste geeigneter Substrate. Hierfür 
wurden fluorogene Substrate, strukturanalog zu den untersuchten Inhibitoren, mit 
einer AMC 12-Kopfgruppe hergestellt. Werden diese Substrate durch das Proteasom 
hydrolysiert, setzen sie das fluoreszente AMC 12 frei (siehe Abschnitt 1.3.3), dessen 
spektroskopische Detektion direkt Rückschlüsse auf die Geschwindigkeit des 
Substratumsatzes erlaubt. Die Auswertung erfolgte klassisch über die MICHAELIS-
MENTEN-Kinetik und einen doppelt reziproken LINEWEAVER-BURK-Plot.  
Die MICHAELIS-MENTEN-Konstante KM, welche als Affinität eines Substrates zum aktiven 
Zentrum interpretiert werden kann, lag für alle Substrate in einem sehr ähnlichen 
Bereich. Dies lässt sich durch die Flexibilität der Met45-Seitenkette und den damit 
einhergehenden induced-fit erklären. Der Trend der kinetischen Parameter kcat und 
Vmax jedoch stand im starken Kontrast zu den vorherigen Ergebnissen und widerlegte 
eine kinetische Aktivierung durch große P1-Reste und damit den postulierten 
„Mausefallen-Mechanismus“. Substrate mit kleinen P1-Resten (Methyl und Ethyl) 
wurden fast doppelt so schnell abgebaut wie das Propylsubstrat und das etablierte 
Referenzsubstrat suc-LLVY-AMC mit Tyrosin als P1-Rest. Somit entspricht die 
Substratpräferenz der 5-Untereinheit eher einer Elastase-ähnlichen oder SNAAP-
Aktivität, statt einer ChTL-Aktivität und sollte reklassifiziert werden. 
In einem anschließenden Knockout-Experiment, bei dem die 5-Untereinheit durch 
Inkubation mit einer hohen Konzentration Inhibitor ausgeschaltet wurde, konnte eine 
weitere wichtige Erkenntnis gewonnen werden. Demnach wird das weitläufig als 
fluorogenes Referenzsubstrat für die ß5-Untereinheit eingesetzte suc-LLVY-AMC noch 
von einem weiteren aktiven Zentrum des Proteasoms hydrolysiert. Es wurde eine 
Restaktivität des Substratumsatzes von 12% ermittelt, wohingegen sie für die 
Substrate mit kleineren P1-Resten nur bei 0,5% lag. Die weit verbreitete Anwendung 
von suc-LLVY-AMC, welches als gängiges Referenzsubstrat abgelöst werden sollte, ist 
somit besonders im Hinblick auf Selektivitätsmessungen problematisch. 
 
Beitrag C. Scholz: Verfassen des Manuskriptes, Synthese der Inhibitoren 1-4, 
Synthese des Substrates 7, Berechnung der relativen freien Bindungsenthalpien, 
Auswertung der Assay-Ergebnisse (Nummerierung laut Manuskript). 
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3.3 Entwicklung von DOCKTITE, einer Methode zum automatisierten Docking 
kovalenter Liganden 
 
Der Inhalt dieses Kapitels wurde bereits veröffentlicht: 
 
Christoph Scholz, Sabine Knorr, Kay Hamacher, Boris Schmidt, "DOCKTITE – A Highly 
Versatile Step-by-Step Workflow for Covalent Docking and Virtual Screening in the 
Molecular Operating Environment", Journal of Chemical Information and Modeling 
2015, 55, 398-406. 
Mit freundlicher Genehmigung der American Chemical Society. 
 
 
Das Protein/Ligand-Docking gehört zu den wichtigsten und meistgenutzten Methoden 
des strukturbasierten Molecular Modeling. Dennoch ist die Auswahl an 
Softwarelösungen für das kovalente Docking sehr überschaubar, die Methoden oft 
wenig benutzerfreundlich und nur auf wenige Spezialfälle anwendbar. Die Motivation 
zur Entwicklung von DOCKTITE war es, genau diese Lücke zu schließen. DOCKTITE sollte 
keinerlei Restriktionen bezüglich elektrophiler Kopfgruppen aufweisen, neue 
Bindungsmechanismen sollten benutzerfreundlich hinzugefügt werden können, es 
sollten schnelle und akkurate Ergebnisse erzeugt und virtuelle Screenings größerer 
Bibliotheken möglich gemacht werden. Darüber hinaus sollte DOCKTITE frei verfügbar 
und open source sein, damit fortgeschrittene Nutzer eigene maßgeschneiderte 
Änderungen einfügen können. 
Die Softwareumgebung MOE ist aus mehreren Gründen als Plattform für DOCKTITE 
besonders geeignet: (1) Die Quellcodes ihrer Anwendungen sind open source, 
(2) durch die graphische Oberfläche ist eine hohe Benutzerfreundlichkeit gegeben, 
(3) durch die modulare Natur von MOE können bereits implementierte Programme 
wie die MedChem-Transformations, der Pharmakophor-Editor und der Docking-
algorithmus problemlos genutzt werden und (4) MOE baut auf einer eigens für 
wissenschaftliche Ansprüche entwickelten Programmiersprache – der Scientific Vector 
Language (SVL) – auf, die relativ leicht zu erlernen ist.  
DOCKTITE ist ebenfalls modular aufgebaut. Im ersten Schritt, dem Warhead Screening, 
wird eine Ligandendatenbank vollautomatisch nach Verbindungen mit elektrophiler 
Kopfgruppe durchsucht, die Kopfgruppe in die gebundene Geometrie überführt und 
das elektrophile Reaktionszentrum für den nächsten Schritt markiert. Hierfür wird 
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eine mittels SVL für Datenbanken angepasste Version der MOE-internen MedChem-
Transformations genutzt – ein Unterprogramm, mit dem sich anhand vorgegebener 
Transformationsregeln die Struktur einer Verbindung verändern lässt. Das Besondere 
ist, dass diese Transformationsregeln in einem 2D-Zeichenprogramm für chemische 
Strukturen (ChemDraw, AccelrysDraw, etc.) erstellt werden können und man keine 
unübersichtlichen zeilenbasierten Notationen wie SMARTS oder SMIRKS benötigt.[116] 
Der zweite Schritt stellt den Schlüsselschritt von DOCKTITE dar. Zunächst wird die 
nukleophile Aminosäure des Rezeptors (bsp. Serin, Cystein oder Threonin) vom Rest 
des Proteins getrennt und kovalent mit dem Liganden verbunden. Für jedes 
Schweratom der Aminosäure werden gleichzeitig Pharmakophordeskriptoren erstellt, 
welche im anschließenden Dockingschritt die nukleophile Aminosäure fixieren. Das 
hierbei vollautomatisch erstellte Ph4-Modell kann nach Belieben verändert oder 
erweitert werden, je nach aktuellem Kenntnisstand bezüglich essentieller 
Wechselwirkungen des Liganden mit dem Zielprotein (siehe Abschnitt 1.2.1). Mittels 
eines pharmakophorbasierten Placement-Algorithmus werden anschließend die 
chimären Verbindungen, bestehend aus Ligand und nukleophiler Aminosäure, in die 
Bindungstasche des Rezeptorproteins gedockt (siehe Abschnitt 1.2.3). Der 
Dockingschritt beinhaltet eine Energieminimierung der Bindungsgeometrien, die 
entweder kraftfeld- oder GRID-basiert durchgeführt werden kann – je nach 
vorhandener Zeit und Rechenleistung. Die Identifizierung des plausibelsten 
Bindungsmodus und die Berechnung der zugehörigen freien Bindungsenthalpie 
werden über einen innovativen Multi-Scoring-Ansatz realisiert. Da wissensbasierte 
Scoring-Funktionen für die Identifizierung einer realitätsnahen Bindungsgeometrie im 
Vorteil sind, wird hierfür zunächst der Drug Score Extended (DSX) eingesetzt.[49] Die 
Berechnung der resultierenden freien Bindungsenthalpie wird, nach einer 
vollautomatischen Trennung von Ligand und nukleophiler Aminosäure, über die 
MOE-internen empirischen Scoring-Funktionen London dG und Affinity dG 
durchgeführt.  
Die Validierung der Prädiktivität realitätsnaher Bindungsmodi erfolgte zunächst 
mittels eines Datensatzes, der auch von zahlreichen anderen Dockingprogrammen 
genutzt wurde (CovDock, DOCKovalent, CovalentDock, Autodock und GOLD) und 
somit einen direkten Vergleich ermöglichte. DOCKTITE wurde hierbei lediglich von 
CovDock leicht übertroffen (Tabelle 1).  
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Tabelle 1: Vergleich verschiedener Dockingprogramme mittels eines Referenzdatensatzes, bestehend aus 76 
experimentell bestimmten Protein/Ligand-Komplexen. 
 DOCKTITE CovDock DOCKovalent CovalentDock Autodock GOLD 
RMSD
a
 2.4 Å 1.8 Å 2.9 Å 3.4 Å 3.5 Å 4.0 Å 
< 2 Å
b 
48.7% 63.2% 37.7% - - - 
aMittlere RMSD-Werte der vorhergesagten Bindungsgeometrien, bezogen auf experimentell bestimmte 
Protein/Ligand-Komplexe.   bAnteil an vorhergesagten Bindungsgeometrien mit einer RMSD von weniger als 2 Å. 
 
Wie bereits in Abschnitt 1.2.3 erläutert, ist CovDock aufgrund der Grundhypothese, 
dass sich der gebundene Bindungsmodus nicht sehr vom ungebundenen 
unterscheidet, auf viele Wirkstoffklassen nicht anwendbar. Um genau diese 
Vielseitigkeit von DOCKTITE zu demonstrieren, wurde ein weiterer Datensatz 
kovalenter Protein/Ligand-Komplexe äußerst erfolgreich simuliert, welcher 35 
Liganden mit insgesamt 13 verschiedenen elektrophilen Kopfgruppen und Kinasen 
sowie Proteasen mit Serin, Threonin und Cystein als nukleophile Aminosäuren 
beinhaltet. 
Die Fähigkeit, in einem dockingbasierten virtuellen Screening aktive von inaktiven 
Verbindungen zu unterscheiden, wurde anhand eines Datensatzes, bestehend aus 42 
inaktiven und 7 aktiven Inhibitoren des 20S-Proteasoms, validiert. Die Auswertung 
erfolgte über eine sog. Receiver Operating Characteristic (ROC)-Kurve, deren Fläche 
unter der Kurve ein Maß für die Effizienz eines virtuellen Screenings ist. DOCKTITE 
erreichte hierbei einen ausgezeichneten Wert von 0,8 (1 = ideal und 0,5 = zufällig). 
Die Validierung der Affinitätsbestimmung wurde durch ein Ranking zehn chemisch 
verwandter Inhibitoren der c-Src-Kinase realisiert. Hierbei hängt der Erfolg 
dramatisch von den verwendeten Scoring-Funktionen ab und ist aufgrund der 
zugrunde liegenden Vereinfachungen der physikochemischen Abläufe extrem 
fehleranfällig. Dennoch konnte eine signifikante Korrelation zwischen experimentell 
bestimmten apparenten Bindungsaffinitäten (pIC50) und dem DOCKTITE-Score erreicht 
werden (R² = 0,649 / p < 0,005). 
 
Beitrag C. Scholz: Idee, Verfassen des Manuskripts, Programmierung der SVL-
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3.4 Entwicklung einer optimierten Syntheseroute zu Methoxy-X04-basierten 
Fluoreszenzfarbstoffen zur Diagnose der Alzheimer-Demenz 
 
Der Inhalt dieses Kapitels wurde bereits veröffentlicht: 
 
Alexander Boländer, Daniel Kieser, Christoph Scholz, Roland Heyny-von Haußen, 
Gerhard Mall, Valérie Goetschy, Christian Czech, Boris Schmidt, "Synthesis of 
methoxy-X04 derivatives and their evaluation in Alzheimer's disease pathology", 
Neurodegenerative Diseases 2014, 13, 209-213. 
Mit freundlicher Genehmigung des Verlags Karger Publishers. Nummerierungen wie im Manuskript. 
 
Die niedermolekulare Fluoreszenzsonde Methoxy-XO4 7a ist in der Lage, die 
Blut/Hirn-Schranke zu überwinden und bindet dort an die AD-spezifischen 
Ablagerungen aus APs und NFTs (siehe Abschnitt 1.3.3). Einer Derivatisierungsstudie 
zur Optimierung metabolischer Parameter sowie der Selektivität gegenüber NFTs 
stand die etablierte dreistufige Syntheseroute mit aufwendigen Reinigungsschritten 
und relativ schlechten Ausbeuten im Wege.  
Knackpunkt der Syntheseroute ist die radikalische Bromierung mit einer Ausbeute von 
nur 19% im ersten Schritt aufgrund auftretender Mehrfachbromierungen. Diese 
Problematik konnte durch die neu entwickelte vierstufige Syntheseroute umgangen 
und somit die Gesamtausbeute mit einer Erhöhung von 19,4% auf 37,4% nahezu 
verdoppelt werden. Mittels der neu entwickelten Syntheseroute konnten elf Derivate 
von Methoxy-XO4 7a hergestellt und histologisch sowie in einem Verdrängungs-Assay 
auf ihre Fähigkeit, selektiv an APs und NFTs zu binden, untersucht werden. Es 
konnten hochaffine Fluoreszenzsonden erhalten werden, von denen das 2,6-Dibrom-
4-Hydroxyderivat 7g eine exzellente Selektivität für NFTs und das  Boronsäure-
derivat 7l eine ausgeprägte Selektivität für APs zeigt. Aufgrund der besseren 
Korrelation erster Symptome der AD mit der NFT-Konzentration in Hirn und Retina ist 
besonders die Fluoreszenzsonde 7g von herausragender Bedeutung für eine 
Weiterentwicklung der Fluoreszenzmikroskopie für die Diagnose der AD. 
 





































































































































3.5 Untersuchung der Struktur/Aktivitäts-Beziehung (SAR) von -Carbolinen als 
DYRK1A-Inhibitoren und Steigerung der Selektivität gegenüber MAO-A mit 
Hilfe moderner in silico-Methoden. 
 
Der Inhalt dieses Kapitels wurde bereits veröffentlicht: 
 
Binia Drung, Christoph Scholz, Valéria A. Barbosa, Azadeh Nazari, Maria H. 
Sarragiotto, Boris Schmidt, "Computational & experimental evaluation of the 
structure/activity relationship of beta-carbolines as DYRK1A inhibitors", Bioorganic 
and  Medicinal Chemistry Letters 2014, 24, 4854-4860. 
Mit freundlicher Genehmigung des Verlags Elsevier Limited. Nummerierungen wie im Manuskript. 
 
Durch das Zusammenspiel ligandenbasierter Pharmakophor-Modellierung (siehe 
Abschnitt 1.2.1), strukturbasiertem Protein/Ligand-Docking (siehe Abschnitt 1.2.3), 
chemischer Synthese und in vitro-Evaluation wurde in dieser Arbeit ein äußerst 
interdisziplinärer Ansatz verfolgt, um möglichst viele Facetten der Struktur/Aktivitäts-
Beziehung von -Carbolinen als DYRK1A-Inhibitoren zu beleuchten. Darauf 
aufbauend konnten die gewonnenen Informationen genutzt werden, um die 
Selektivität der Leitstruktur Harmin 1 gegenüber MAO-A signifikant zu verbessern, 
ohne dabei an inhibitorischer Aktivität bezüglich DYRK1A zu verlieren.  
Zunächst wurden auf Grundlage eines Trainings-Sets, bestehend aus 18 aktiven und 
68 inaktiven Verbindungen, sieben 5-Pkt.-Ph4-Hypothesen generiert, die anschließend 
gegen ein Test-Set, bestehend aus 32 inaktiven und 9 aktiven Verbindungen, validiert 
wurden. Das Ph4-Modell, welches die effektivste Selektion aktiver und inaktiver 
Verbindungen des Test-Sets unter gleichzeitig möglichst guter Ausrichtung aller 
aktiver Verbindungen an den Pharmakophor ermöglichte, wurde identifiziert und 
ausgewertet. Einige essentielle Ph4-Eigenschaften sind jedoch auch durch ein noch so 
gutes Modell nicht hinreichend genau beschrieben. Beispielsweise kann ein 
hydrophober Bereich im Ph4-Modell durch eine Vielzahl chemischer Pendants erfüllt 
werden: Unterschiedlich lange oder verzweigte Alkylketten, Aryleinheiten, etc. Aus 
diesem Grund wurden Verbindungen, die genau diese Eigenschaften abtasten sollten, 
synthetisiert und in vitro auf ihre inhibitorische Aktivität bezüglich DYRK1A evaluiert. 
Auf diese Weise gelang es, alle Ph4-Eigenschaften auf ihre Signifikanz und eventuelle 
Limitierungen hin zu untersuchen und das computergenerierte Modell empirisch zu 
verifizieren. 
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Neben der Analyse der SAR war das Hauptziel dieses Projektes die Optimierung der 
Leitstruktur Harmin 1 bezüglich ihrer Selektivität gegenüber MAO-A 
(IC50,DYRK1A = 80 nM, Ki,MAO-A = 5 nM). Die Ko-Inhibition dieser Oxidoreduktase führt 
zu unerwünschten psychoaktiven Nebenwirkungen, die den Einsatz von -Carbolinen 
in klinischen Studien bislang verhindern. Durch Protein/Ligand-Docking und Analyse 
der wissensbasierten statistischen Potentiale der Scoring-Funktion DSX wurden drei 
Derivate als besonders vielversprechend identifiziert und deren inhibitorische Aktivität 
gegenüber MAO-A in vitro bestimmt. Das N-Heptyl-Derivat 16 inhibierte MAO-A bei 
einer Konzentration von 1 µM nur zu 13% (vgl. Harmin 1 = 103%).  
Aufgrund des synergistischen Zusammenspiels verschiedenster Methoden des 
modernen Wirkstoffdesigns konnte diese deutliche Selektivitätssteigerung bei ähnlich 
guter inhibitorischer Aktivität des N-Heptyl-Derivats 16 (IC50,DYRK1A = 130 nM) 
erreicht werden und bereitet -Carbolin-Derivaten möglicherweise den Weg in erste 
klinische Studien als DYRK1A-Inhibitoren. 
 
Beitrag C. Scholz: Verfassen des Manuskriptes (zusammen mit B. Drung), Auswahl 




























































































































































































































































































































































































































































4. Zusammenfassung und Ausblick 
 
Übergeordnetes Ziel dieser Arbeit war die systematische Anwendung interdisziplinärer 
Methoden des modernen Wirkstoffdesigns sowie deren Weiter- und Neuentwicklung. 
Mit Bortezomib 5 und Carfilzomib 8 sind bereits zwei Inhibitoren des 20S-Proteasoms 
zur Behandlung schwerer Tumorerkrankungen des blutbildenden Systems zugelassen, 
die jedoch aufgrund ihres (pseudo)-irreversiblen Bindungsmodus nicht zur 
Behandlung solider Tumoren geeignet sind. -Ketophenylamide, allen voran die 
Leitstruktur BSc2189 9, binden nicht nur nachweislich reversibel, sondern bieten 
durch den Kontakt mit der gestrichenen Seite der 5-Untereinheit völlig neue 
Möglichkeiten, um Aktivität und Selektivität zu optimieren. Eine solche Optimierung 
ist mit dem in dieser Arbeit entwickelten Wirkstoff BSc4999 gelungen, der mit einem 
IC50-Wert von 38 nM doppelt so aktiv ist wie die ursprüngliche Leitstruktur 9. Die 
Verbindung ist hochselektiv für die 5-Untereinheit und zudem zellgängig, was in 
diversen in vitro-Assays belegt werden konnte. Das Wirkstoffdesign erfolgte streng 
rational, wodurch der Zeit- und Materialaufwand mit nur fünf synthetisierten 
Derivaten minimal gehalten werden konnte. Die Analyse röntgenkristallographischer 
Aufnahmen war hierbei ebenso entscheidend wie die quantitative Struktur/Aktivitäts-
Beziehung mit dem elektronischen Parameter  und das kovalente Protein/Ligand-
Docking zur Identifizierung des potentesten aus fünf möglichen Methyl-Derivaten. 
Ein ebenso interdisziplinärer – wenn auch völlig andersartiger – Ansatz wurde zur 
Untersuchung des postulierten „Mausefallen-Mechanismus“ im aktiven Zentrum des 
Proteasoms verfolgt. Die Hypothese, dass es durch einen Ligand/Met45-Kontakt zu 
einer kinetischen Aktivierung der Substratspaltung in der 5-Untereinheit des 
Proteasoms kommt, wurde zunächst mittels eines ligandenbasierten, chemisch-
synthetischen Ansatzes und in vitro-Evaluation aldehydischer Inhibitoren untersucht. 
Diese ersten Ergebnisse und eine begleitend durchgeführte Moleküldynamik-
simulation bestätigten zunächst die ursprüngliche „Mausefallen-Hypothese“ – durch 
eine anschließend durchgeführte detaillierte kinetische Analyse wurde sie jedoch 
zweifelsfrei widerlegt. Anhand der gesammelten Daten konnte dennoch eine 
erstaunliche Erkenntnis gewonnen werden: Die 5-Untereinheit spaltet offensichtlich 
bevorzugt nach kleinen neutralen P1-Resten (SNAAP), während die in der Literatur 
zuerst oder ausschließlich genannte ChTL-Aktivität eine untergeordnete Rolle zu 
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spielen scheint. Dies hat direkte Einflüsse auf die Proteasomforschung, da somit neben 
einer Reklassifizierung in Elastase-ähnlich (EL) auch die Verwendung von Referenz-
substraten mit kleinen neutralen P1-Resten indiziert ist, um einen hohen 
Substratumsatz mit maximaler  5-Selektivität zu gewährleisten. 
Die überwiegende Mehrheit aller bisher entwickelten Proteasominhibitoren binden 
kovalent an das aktive Zentrum. Kovalente Inhibitoren haben oftmals wesentliche 
Vorteile, wie beispielsweise eine höhere biologische Aktivität, Selektivität, eine 
geringere Dosierung, weniger häufige Applikation des Wirkstoffs bei der Behandlung 
und bessere pharmakokinetische Eigenschaften. Dies lässt sie mittlerweile auch für die 
Forschung an anderen Zielproteinen und für die Pharmaindustrie zunehmend 
interessant erscheinen. Für ein rationales strukturbasiertes Design kovalenter 
Inhibitoren ist das Protein/Ligand-Docking eine wertvolle Methode, wobei die 
verfügbaren Softwarelösungen in Bezug auf Benutzerfreundlichkeit, Vielseitigkeit und 
Schnelligkeit erhöhten Optimierungsbedarf zeigen. Mit der Software DOCKTITE konnte 
im Rahmen dieser Arbeit eine Methode zum kovalenten Docking entwickelt werden, 
die keinerlei Restriktionen bezüglich elektrophiler Kopfgruppen, Proteinklassen oder 
nukleophiler Seitenketten zeigt und deren Präzision und Schnelligkeit in einer 
umfangreichen Validierungsstudie belegt wurde. Der modulare Aufbau und der frei 
verfügbare Quellcode von DOCKTITE ermöglichen erfahrenen Benutzern eigene 
Bindungsmechanismen äußerst komfortabel über eine 2D-Zeichensoftware zuzufügen, 
einzelne Schritte in andere Programme auszulagern oder die SVL-Skripte je nach 
Bedarf anzupassen. Einige Funktionen von DOCKTITE wurden basierend auf regem und 
überaus erfreulichem wissenschaftlichem Austausch mit Anwendern der Merck KGaA 
implementiert. Diese inspirierende Zusammenarbeit hat DOCKTITE den Einzug in ein 
international tätiges Pharmaunternehmen ermöglicht und wird sicher auch in Zukunft 
fortbestehen. 
Neben der Entwicklung von Antitumorwirkstoffen befanden sich die ALZHEIMER-
Demenz und die Entwicklung potentieller diagnostischer Sonden und Wirkstoffe im 
Fokus dieser Arbeit. Es konnte eine neue Syntheseroute für Derivate des etablierten 
Fluoreszenzliganden zur Markierung von amyloiden Plaques und Neurofibrillen-
bündeln Methoxy-XO4 13 entwickelt werden. Über diese optimierte Syntheseroute 
wurden elf neue Derivate der Leitstruktur 13 mit geringem Aufwand synthetisiert und 
histologisch sowie in einem Verdrängungs-Assay untersucht. Dabei wurden erstmals 
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Methoxy-XO4-Derivate mit erhöhter Selektivität gegenüber jeder der genannten 
pathogenen Ablagerungen identifiziert, was der Fluoreszenzmikroskopie als 
bildgebendes Verfahren in der Diagnostik von Morbus ALZHEIMER völlig neue 
Einsatzmöglichkeiten eröffnet. Durch die selektive Detektion von NFTs und APs in der 
Retina – unabhängig voneinander – ist es nun möglich, frühzeitig eine nötige Therapie 
einzuleiten bzw. den Krankheitsverlauf und den Therapieerfolg optimal zu 
überwachen. 
Die Kinase DYRK1A ist ein Zielprotein (Target), das zum einen relativ wenig erforscht 
ist und zum anderen mit beiden Theorien zur Entstehung der ALZHEIMER-Demenz in 
Verbindung steht: Der Amyloid- und der Tau-Hypothese. Bei einem derart neuen 
Target ist es zunächst wichtig die Eigenschaften eines Wirkstoffs zu identifizieren, die 
für dessen pharmakologische Wirkung essentiell sind, also seine Struktur/Wirkungs-
Beziehung aufzuklären. Ein solcher Ausgangspunkt stand mit dem -Carbolin 
Harmin 14 zur Verfügung, welches jedoch durch Ko-Inhibition von MAO-A zu starken 
Nebenwirkungen in vivo führt. Durch eine ligandenbasierte Pharmakophor-
Modellierung mit einer Datenbank aus 127 Verbindungen konnten zunächst wertvolle 
Informationen bezüglich dieser essentiellen Eigenschaften gewonnen werden. Durch 
Protein/Ligand-Docking und Synthese diverser Harmin-Derivate konnte das computer-
basierte Modell bestätigt und verfeinert werden. Anschließend wurde in einem 
strukturbasierten Ansatz mittels Docking, Analyse wissensbasierter statistischer 
Potentiale, chemischer Synthese und biochemischer in vitro-Evaluation ein potenter 
DYRK1A-Inhibitor mit signifikanter Selektivität gegenüber DYRK2, DYRK3, DYRK4, 
CLK2 und natürlich MAO-A entwickelt. Die in dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse 
erleichtern das zukünftige Design neuer DYRK1A-Inhibitoren und geben zweifellos 
neue Impulse, die den -Carbolinen in den nächsten Jahren Einzug in klinische 
Studien für diese innovative Therapie der ALZHEIMER-Demenz ermöglichen könnten. 
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